Universidad Peruana Cayetano Heredia
Facultad de Ciencias y Filosofia

“Alberto Cazorla Talleri”

L1dtdSs
o\

ACTIVIDAD REPELENTE DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
“PACHA SALVIA” (Lepechinia meyenii WALPERS) Y “MUNA”
(Minthostachys mollis GRISEBACH) FRENTE A Anopheles albimanus
COLECTADOS EN LA REGION TUMBES

CALDERON FERNANDEZ, PIERRE IVAN
Tesis para optar por el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico
LIMA - PERU

2018



Miembros del jurado:
Dra. Rojas Duran, Rosario
M.Sc. Untiveros Bermudez, Graciela

Lic. Lescano Bajarano, Jorge



Este trabajo de investigacion se realizo bajo la direccion de:

M.Sc. Villegas Vilchez, Ledn Faustino.



DEDICATORIA

A las dos personas mas importantes en mi vida, responsables de lo que era, soy y seré. Dedico
este trabajo de investigacion a mis padres Bacelides y Sarela por su inagotable apoyo y

paciencia. Son ustedes mi principal motivo y reflejo de superacion.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres, por brindarme el financiamiento requerido para culminar la investigacion en

aras de mi superacion profesional.

A mi asesor principal Leon Villegas Vilchez y asesora externa Rosario Balta Leon, por sus
constantes coordinaciones y evaluaciones que permitieron terminar la investigacion

satisfactoriamente.

Al incondicional profesor Camilo Diaz Santibafiez, ya que a partir de su sabiduria y consejo

marco el inicio del presente trabajo de investigacion.

Al Laboratorio Regional Referencial de Tumbes del Instituto Nacional de Salud (INS), por

permitirme utilizar sus instalaciones para realizar los ensayos correspondientes.

A los profesionales que conforman el Departamento de entomologia del Laboratorio
Regional Referencial de Tumbes por impartir su conocimiento técnico indispensable para la

culminacion de esta investigacion.



1.

INTRODUCCION ..ottt sttt 1
[.1  ASpPectos BOtANICOS GENEIAIES. .........cciuiiiiiriiieierieie e 4
1.1.1 Clasificacion taxondmica de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia). ......... 4
1111 HADitat Y deSCrIPCION.......ccviieee e e 4
1.11.2 U S0 . ettt nne s 5
1.1.2 Clasificacion taxondmica de Minthostachys mollis Grisebach (Mufia)............... 5
1121 HaDbitat Y deSCIIPCION.......ccviiiee e 6
1122 U SOS -ttt ettt 6

1.2 Aspectos generales de Malaria y su distribucCion ...........cccccccvvviieiicienenene s 6
[.2.1 Malaria 0 PAlUISMO ......ccviiiiiiiieccie et 6
1.2.2 Distribucion geografica del P1asmodium VIVaX .........ccocovvvinininninnene e 7
1.2.3 Ciclo de vida del PIasmodium VIVAX..........ccovuerierienenenininiseeeeiesee e 8
1.3 Aspectos generales del MOSQUITO VECTOT ........ccoouviieiiereiie e 10
1.3.1 Clasificacion sistematica de Anopheles albimanus.............ccccoovieieiiiiiiiienne. 10
1.3.2 Caracteristicas generales de la familia Culicidae............cccccooevveveiicie e, 10
1.3.3 Caracteristicas generales del mosquito Anopheles albimanus..............cccccv..... 11
IR I S O od (o I (=AY o - USSR 12
1.4 Aspectos generales de 10S aceites eSenCiales ..........ccoevveeeiieeieiiesieeseere e 12
1.5 Aspectos generales de [0S rePelenteS .........cviveieieienie i 13
HIPOTESIS Y OBJETIVOS ...ttt 15
2.1 Pregunta de iNVESTIGACION ......cceoiiiiiiiiiiiie e 15
2.2 ODJELIVO GENEIAL. ... 15
2.3 ODbjetivos 8SPECITICOS .....cviiieiiiciciie e 15
MATERIALES Y METODOS .....oocoiiiieieeeeeeeieseeeee et esnes s, 16
3.1 Instalaciones de €JECUCION .........ccecuiiiiiiecie e 16
3.2 EQUIPOS Y MALEIIAIES. .....ocuiiiieieieie e 16
TR T |V 1< (0 [0S 17
3.3.1 Coleccion e identificacion de muestras vegetales...........cccceevveveeveivieiecsieenenn, 17
3311 Coleccion de muestras vegetales de Lepechinia meyenii Walpers ......... 17

3.3.1.2  Coleccion de muestras vegetales de Minthostachys mollis Grisebach.... 17



4.

5.

6.

8.

3.3.2 Coleccion e identificacion de Anopheles albimanus..........cccccoovveveieiieininnnns 18

3.3.3 Extraccion del aceite eSENCIal ..........cccviviieieiieicre e 18
3.3.4 Diluciones de 10S aceites 8SENCIAIES ..........ccoveiiriieie i 19
3.3.6 Analisis de Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masas....................... 19
3.3.7 TeSt de REPEIENCIA ......ccuviieeiieiieieee e 20
TR 0 R = 017 1 | o LRSS 20
3.3.7.2 Calculo del Porcentaje de Repelencia .........cccvevveveeivereiieieeie e 22
3.3.8  ANALISIS ESTAUISTICO .....eviieiiiieieie e 24
3.3.8.1 Diagrama de Caja-Bigote (boxplots o box and whiskers)....................... 22
3.3.8.2 Pruebade Mann-Whitney............ooeiiiniiiiii e 23
3.3.9 Diagrama de procesos de la investigacion..............ccoeeiiiiiiiiiiiiiiniannann.n 23
RESULTADOS ...ttt sttt s et bbb aenesne e 25
4.1 Cantidad de aceite esencial obtenido y determinacion del rendimiento.................. 25

4.2 Caracteristicas organolepticas y densidad de los aceites esenciales Lepechinia
meyenii Walpers (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Grisebach (Mufia)................... 26

4.3 Constituyentes del Aceite esencial de Lepechinia meyenii Walpers(Pacha salvia)..26
4.4 Constituyentes quimicos del Aceite esencial de Minthostachys mollis Grisebach

(IMIURIQ). ©.vveieee ettt e et et e e e e b e e teese e s te et e e neesaeesbeeneearaenteeneennaenas 29
4.5 Resultados de la actividad repelente del aceite esencial de Lepechinia meyenii
Walpers (PAcha SAIVIA)..........cccuciiiiiiiiie ettt sre e 31
4.6 Resultados de la actividad repelente del aceite esencial de Minthostachys mollis
GriSEDACN (IMURA). ..ecvviieieciece ettt ettt e et e st e et e esreeneene e 33
4.7 Diagrama Caja-Bigotes (boxplots 0 box and whiskers)...................oceoeeinean.. 34
4.8 Resultados obtenidos mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney.............. 36
DISCUSION ..ottt 39
CONCLUSIONES. ... .ot e e et e e e e nneeas 45
RECOMENDACIONES........co et 456
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coviieeteeeeeieeeeeeessseesssesissenienesseneenenns 47
ANEXOS ..ot r ettt nenre e 55



LISTA DE TABLAS

Tabla 1.Valoracion del grado de repelencia segun Talukder y Howes 22

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas s de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia). 26

Tabla 3.Constituyentes quimicos del aceite esencial del Lepechinia meyenii Walp. (Pacha

salvia) por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas. 27

Tabla 4. Constituyentes quimicos del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia)

por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas. 29

Tabla 5. Cantidad de mosquitos repelidos de Anopheles albimanus, Porcentaje (PR) y Grado

de repelencia del aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia). 32

Tabla 6. Cantidad de mosquitos repelidos de Anopheles albimanus, Porcentaje (PR) y Grado

de repelencia del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) 34

Tabla 7. Principales datos obtenidos mediante la prueba de Mann-Whitney para Lepechinia
meyenii Walp. (Pacha salvia) 37

Tabla 8. Principales datos obtenidos mediante la prueba de Mann-Whitney para
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) 38



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.Resumen del ciclo de vida del Plasmodium vivax segun Mueller 9
Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de Anopheles albimanus. 11
Figura 3. Principales pasos del bioensayo 21
Figura 4.Diagrama de procesos de la investigacion 24

Figura 5. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha

salvia). 28

Figura 6. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.
(Mufia). 31

Figura 7. Porcentaje de repelencia de aceite extraido de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha

salvia) a diferentes dosis 33

Figura 8. Porcentaje de repelencia del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.

(Muna) a diferentes concentraciones. 35

Figura 9. Diagrama Caja-Bigotes para Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) 35

Figura 10. Diagrama Caja-Bigotes para Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) 36



AE

C+

°C
Cm
DEET

Kag.

LM

MM

mL
M.S.N.M
PR

USP

tR

Viv

N/D

ABREVIACIONES
Aceite esencial
Control positivo
Control negativo
Grado Celsius
Centimetros
N-N- dietil-m-toluamida
Kilogramo
Gramos
Lepechinia meyenii Walpers
Minthostachys mollis Grisebach
Mililitro
Metros sobre el nivel del mar
Porcentaje de repelencia
Convencidn de la Farmacopea de Estados Unidos
Tiempo de retencion
Microlitro
Volumen/ volumen
No determinado
Alfa

Beta



RESUMEN

La Malaria es una enfermedad infecciosa causada por parasitos del género Plasmodium
(Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum y Plasmodium malariae) el cual constituye uno
de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. EI mosquito Anopheles
albimanus es uno de los principales vectores de la Malaria que en su mayoria trasmiten
Plasmodium vivax. En el Per(, en 2017 se registraron un total de 44.171 casos de malaria
presentes en las regiones de Loreto, Amazonas, Junin, La Libertad, San Martin, Cusco,
Cajamarca, Puno y Tumbes, de los cuales 33.368 casos fueron causados por Plasmodium

vivax y 10.803 casos producidos por Plasmodium falciparum.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad repelente in vitro de los aceites
esenciales de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Grisebach

(Muha) frente a Anopheles albimanus colectados en la region de Tumbes.

Se prepararon disoluciones al 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 y 10 % v/v de los aceites esenciales. Como
control positivo se empled un repelente comercial que contiene N, N-dietil-3-metilbenzamida

(DEET al 15 %) y aceite mineral USP como control negativo.

Se determinaron 39 constituyentes quimicos por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC-MS) en el aceite esencial de Lepechinia meyenii Walpers
(Pacha salvia) encontrandose en mayor cantidad el p-pineno (22.96%) seguido de 3-careno
(19.45%) y a-Pineno (12.48). De los 35 constituyentes determinados en el aceite esencial de
Minthostachys mollis Grisebach (Mufia) mostrd la pulegona (38.02%) como constituyente
mayoritario, seguido de mentona (34.29%) y D-isomentona (6.95%). Asi mismo se
determind que aceite esencial de Lepechinia meyenii Walpers al 2.0% presenta buena
actividad catalogandose como un repelente de grado 1V con 80% de repelencia. Mientras que
el aceite esencial de Minthostachys mollis Grisebach al 1.5% present6 una buena actividad

catalogandose como un repelente de grado 111 logrando un porcentaje de repelencia de 60 %.

Palabras clave: Efecto repelente, Aceite esencial, Anopheles albimanus, Lepechinia meyenii,

Minthostachys mollis.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by parasites of the genus Plasmodium (Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum and Plasmodium malariae) which is one of the main public
health problems worldwide. The mosquito Anopheles albimanus is one of the vectors of
malaria that mostly transmits Plasmodium vivax. In Per(, in 2017 there were a total of 44,171
cases of malaria in the regions of Loreto, Amazonas, Junin, La Libertad, San Martin, Cusco,
Cajamarca, Puno and Tumbes, of which 33,368 cases were caused by Plasmodium vivax and

10,803 cases produced by Plasmodium falciparum.

The objective of this study is to evaluate the repellent activity in vitro of the essential oils of
Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) and Minthostachys mollis Grisebach (Mufia)
against Anopheles albimanus. Likewise, the chemical constituents of said essential oils were

determined.

Essential oils were diluted at concentrations of; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 10 % v/v. As a positive
control was used a commercial repellent which contains N, N-diethyl-3-methylbenzamide
(15% DEET), and USP mineral oil as the negative control.

The major chemical constituents present in the essential oil of Lepechinia meyenii Walpers
(Pacha salvia) were B-pinene (22.96%), followed by 3-carene (19.45%) and o-Pinene
(12.48); while the major compound present in the essential oil of Minthostachys mollis
Grisebach (Mufa) was pulegone (38.02%) followed by menthone (34.29%) and D-
isomenthone (6.95%). Finally, it was determined that Lepechinia meyenii Walpers (Pacha
salvia) essential oil at 2% has high repellency, being classified as a grade 1V repellent with
80% repellency. While the essential oil of Minthostachys mollis Grisebach (Mufia) at 1.5%
presented good repellency, it was classified as a grade 1l repellent, achieving a repellence

percentage of 60%.

Keywords: Repellent effect, Essential oil, Anopheles albimanus, Lepechinia meyenii,

Minthostachys mollis.



1. INTRODUCCION

La Malaria es una enfermedad tropical endémica causada por parasitos del género
Plasmodium el cual representa uno de los principales problemas de salud publica para el pais
y a nivel mundial @2, La transmision de la enfermedad se lleva a cabo por la picadura de un
mosquito hembra del género Anopheles de una persona infectada hacia una persona sana. En
el Peru existen mas de 40 especies de este vector, y los principales son: An.

Pseudopunctipennis, An.albimanus, An.benarrochi, An.calderoni y An.darlingi ¢4,

Las enfermedades trasmitidas por mosquitos representan un enorme problema en climas
tropicales y sub tropicales, ninguna parte del mundo esta inmune a este riesgo, convirtiéndose
en un tema relevante en salud publica ya que por el momento no se dispone de una vacuna

efectiva y solo puede ser prevenida evitando la picadura del mosquito ©.

En el Per(, en 2017 se registraron un total de 44.171 casos de malaria en su mayoria
provenientes del departamento de Loreto, de los cuales 33.368 casos fueron causados por
Plasmodium vivax y 10.803 casos producidos por Plasmodium falciparum. En la Region
Loreto, durante el 2017, 51 distritos notificaron 40072 casos de Malaria debido a P. vivax,
2,1% mas casos que el afio previo. Las regiones de Cajamarca y Pasco reportaron 2 casos

cada una y, un caso en Puno y Tumbes ©®.

En lo que respecta a la region Tumbes, desde el 2012 el nimero de casos de malaria
disminuyé notablemente, siendo los casos registrados por afio casi cero asociados a brotes

estacionarios (.

Una de las principales medidas de control vectorial que se realizan en la actualidad es
mediante el rociamiento de insecticidas de origen sintético tanto peri e intra domiciliario, sin
embargo presentan una serie de inconvenientes tales como contaminacion ambiental,
eliminacion de insectos benéficos para la bio-ecologia, aparicion de resistencia por parte de
los vectores, ademas de un elevado costo ya que afectan directamente a la salud humana y

animal @19, Por ello una solucion viable para estos problemas es el desarrollo de repelentes



como medida alternativa de proteccion contra vectores, las cuales signifiquen un costo

razonable, seguridad e inocuidad y que favorezcan al ecosistema y al ser humano 9,

Los repelentes son sustancias que actdan de forma local evitando que un insecto en pleno
vuelo se pose y pique en la piel 421 Hoy en dia, se comercializa repelentes sintéticos y
naturales o una mezcla de ellos. EI mas conocido es el DEET (N-N- dietil-m-toluamida) es
el méas eficaz, persistente en la piel y comercializado hace mas de 50 afios. 415, Debido a su
patrén de uso limitado la exposicion al DEET proviene solo de aplicaciones personales y no
se utiliza en la agricultura, por lo tanto, no se encuentra presente en los alimentos. Se
descompone lentamente en el suelo y con bastante rapidez en la atmosfera ®.A pesar de que
el DEET ha superado muchas pruebas de toxicidad, presenta un alto grado de absorcion
cuténea y hay pruebas que muestran su efecto toxico desde niveles leves a severos 719 En
este sentido, las investigaciones estan siendo orientadas hacia el desarrollo de productos
derivados de plantas, cuyo potencial en particular radica en la baja predisposicion de los

extractos vegetales a generar fendmenos de resistencia en vectores de trasmision.

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de compuestos orgéanicos volatiles, algunos
de ellos con actividad atrayente o repelente de insectos. ?%?Y) Desde el punto de vista
econdmico, los productos sintéticos ain son utilizados con mayor frecuencia como repelentes
en contraste con los aceites esenciales. No obstante, las posibilidades a futuro son
prometedoras, ya que estos tienen potencial para proporcionar productos repelentes

eficientes, seguros e inocuos para las personas y el medio ambiente ?223),

Ciertos estudios concluyen que los aceites esenciales con mayor potencial repelente se
extraen de plantas de géneros como Cymbopogon spp., Eucalyptus spp y Ocimum spp. Estos

géneros producen la mayoria de los repelentes de origen vegetal utilizados en el mundo @%.

Es asi que los aceites esenciales de plantas como Cymbopogon citratus y Cymbopogon
nardus, presentaron un efecto repelente significativo sobre adultos de Aedes aegypti,
Anopheles albimanus y Anopheles arabiensis mientras que los aceites esenciales extraidos

de Eucalyptus globulus solamente sobre Anopheles albimanus 526,



Aceites esenciales de una gran variedad de plantas de otras familias tales como:
Acantholippia seriphioides, Achyrocline satureioides, Aloysia citriodora, Anemia tomentosa,
Baccharis spartioides, Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus saligna, Hyptis mutabilis,
Rosmarinus officinalis, Tagetes minuta, Tagetes pusilla y Zanthoxylum piperitum también
demostraron actividad repelente contra Aedes aegypti ¢":29),

En zonas andinas del Peru, se sabe por conocimiento tradicional que las hojas de Lepechinia
meyenii Walpers (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Grisebach (Mufia) repelen de alguna
forma una gran variedad de insectos, puesto que se suele cubrir los sacos de las recientes
cosechas con este tipo de plantas evitando asi que los insectos como gorgojos y polillas

perjudiquen al producto guardado @9,

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad repelente in vitro de los aceites
esenciales de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Grisebach
(Muna) frente a Anopheles albimanus, mosquito vector de Malaria colectados en la region
de Tumbes. Del mismo modo se plantea determinar los constituyentes quimicos principales
de cada aceite esencial responsables de la actividad repelente. De esta manera se pretende
contribuir y consolidar el uso de aceites esenciales extraidos de plantas como una herramienta

alternativa en el control de mosquitos vectores de enfermedades.



1.1 Aspectos Botanicos generales

1.1.1 Clasificacion taxondmica de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha

salvia)

La clasificacion taxondmica de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) segun la base de
datos del Missouri Botanical Garden @9 es:

Reino: Plantae
Divisién: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Sympetalae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Lepechinia
Especie: Lepechinia meyenii
Sinonimia botéanica: Sphacele meyenii (Walp.), Stachys meyenii (Walp.)

Nombres comunes: Salvia, Pasasalvia, Salvigateadora, Pacha salvia y Kota purifia.
1.1.1.1 Habitat y descripcion

Es una hierba perenne, de tallos subterrdneos; peciolo en margen de 3-6 mm de longitud;
hojas crenadas, mayormente de forma ovoide, obtuso, redondeado en la base; 2-5 cm de
largo, 1-4 cm de ancho, rugoso y finamente hirtulo encima, puberulento debajo; sus flores

son foliosas con dientes estrechamente deltoides (Anexo 1).



Crece en terrenos llanos, secos y en laderas. En el Perti esta distribuido en Ancash, Huanuco,

Junin, Huancavelica, Cajamarca, Cuzco, La Libertad y Puno G,
1.1.1.2 Usos

Las hojas son usadas en la medicina popular contra el dolor de estbmago, como digestivo,
para el tratamiento de fiebre tifoidea, ciclo menstrual irregular, reumatismo, malaria y como
un desinfectante para evitar la tuberculosis ¢>%%, En el Callejon de Huaylas, entre Caraz y
Huaraz y en la Region de los Libertadores Wari, los pobladores la usan como infusion de
planta entera sola 0 combinada con culén y orégano blanco para el tratamiento de diarreas,
colicos, afecciones hepéticas y como aperitivo @4,

1.1.2 Clasificacion taxonomica de Minthostachys mollis Grisebach (Mufia)

La clasificacion taxonémica de Minthostachys mollis Grisebach (Mufia) segun la base de
datos del Missouri Botanical Garden ©? es:

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Minthostachys
Especie: Minthostachys mollis
Sinonimia botanica: Minthostachys mandoniana (Brig.), Minthostachys tomentosa (Benth.)

Nombres comunes: Mufia, Huaycho, Coa, Ismufia.



1.1.2.1 Habitat y descripcion

Es un arbusto muy aromatico, pubescente, de 0,50 a 1,50 m de altura que crece en forma de
mata. Hojas aovadas, de base por lo general redondeada, de 2-3 cm de largo por 1-2 cm de
ancho, bordes aserrados, raros enteros y revolutos, con peciolos de 5-10 mm. Flores en las
axilas de las hojas en cimas de 4 inflorescencias por nudo, con pedunculos cortos de hasta 10
mm de largo, con 10-20 flores cada uno; caliz de mas o menos 2 mm de largo, corola de color
blanco, tubo de mas 0 menos 3 mm de largo (Anexo 2).

En el Peru esta distribuido en Cajamarca, Amazonas, La Libertad, Lima, Huanuco y Junin
(35)

1.1.2.2 Usos

Es utilizado como antiinflamatorio, carminativo, antiséptico, analgésico en afecciones
renales y respiratorias. Se utiliza como pesticida, para conservar la papa, para lo cual se cubre

con la Planta y se controla la germinacién y el ataque de las plagas.

Las hojas y flores frescas o secas se agregan a las comidas para equilibrarlas, como

condimento en la preparacion de carnes y guisos ©,

1.2 Aspectos generales de Malaria y su distribucion

1.2.1 Malaria o Paludismo

La Malaria o Paludismo es una enfermedad febril aguda causado por parésitos del
género Plasmodium (Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi) que se transmiten al ser humano por la picadura
de mosquitos hembra infectados del género Anopheles, los llamados vectores del paludismo.
En un individuo no inmune, los sintomas suelen aparecer entre 10 y 15 dias tras la picadura
del mosquito infectivo. Puede resultar dificil reconocer el origen paltdico de los primeros
sintomas (fiebre, dolor de cabeza y escalofrios) ya que pueden ser leves y de no tratarse

terapéuticamente en las primeras 24 horas puede agravarse desencadenando anemia grave,



sufrimiento respiratorio relacionado con acidosis metabdlica, paludismo cerebral y en el peor
de los casos afectacion multiorganica. En las zonas donde el paludismo es endémico, las
personas pueden adquirir una inmunidad parcial, lo que posibilita la aparicion de infecciones

asintomaticas @7,

Durante el 2015, se registro un total de 451.242 casos de malaria en la region de las Américas,
lo que significd una reduccion de 62% con respecto al afio 2000, pero un aumento de 16%
con respecto a lo observado en 2014 cuando se registrd el menor nimero de casos de malaria
en las Gltimas cuatro décadas. Ocho de los 21 paises endemicos (Colombia, Ecuador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Peru, Venezuela y Republica Dominicana) notificaron un

aumento de casos con respecto al afio anterior 8,

En el Perq, en lo que va del 2018, se han reportado un total de 552 casos de Malaria debido
a Plasmodium vivax, notificados en los departamentos de Loreto, Amazonas, Junin, La
Libertad, San Martin, Cusco y Lima, de los cuales se han confirmado cuatro fallecidos, un
caso en cada uno de los siguientes distritos: Pastaza, Ramon Castilla, Urarinas y Emilio San
Martin todos en la Region Loreto. 9.

1.2.2 Distribucion geografica del Plasmodium vivax

De las cinco especies de Plasmodium causantes de paludismo humano, Plasmodium vivax es
la que tiene la distribucidn geografica mas amplia, de modo que aproximadamente un 35%
de la poblacién mundial esta en riesgo de contraerlo “9),

La distribucion de Plasmodium vivax depende de varios factores, uno de los mas importantes
es la presencia de los mosquitos vectores apropiados para la transmisién del parasito. Existen
mas de 70 especies de mosquitos anofelinos capaces de transmitir el paludismo, aunque se
cree que solo 40 de ellas contribuyen de forma significativa a su transmision. Las condiciones
climaticas representan otro factor importante, en especial la temperatura, los cuales permiten
el desarrollo del parasito en el vector. Como ultimo factor, la genética humana, en particular

la distribucion de un rasgo conocido como negatividad Duffy, un antigeno que al encontrarse



ausente en el individuo desarrolla eritrocitos resistentes a la infeccion. Este rasgo es
caracteristico de muchas poblaciones africanas, pero rara en el resto del mundo (**3). Por
ello el Plasmodium vivax es raro en muchas partes de Africa, aunque los datos obtenidos en
viajeros de retorno de ese continente indican que puede tener una baja endemicidad en casi

todos los paises del Africa subsahariana 4.

1.2.3 Ciclo de vida del Plasmodium vivax

Realizada la picadura, los esporozoitos inoculados en la piel por mosquitos Anopheles
hembra llegan al torrente sanguineo y penetran en los hepatocitos. Aqui el Plasmodium vivax
puede diferenciarse a esquizontes tisulares que, tras miles de replicaciones mitdticas en cada
hepatocito, liberan merozoitos hacia el torrente sanguineo. También, dentro del hepatocito
puede desarrollarse a una fase latente denominada hipnozoito, que tras su activacion pasadas
semanas, meses o afios causa recidivas clinicas. EI merosoma representado en la Figura 1,
solo se ha descrito, hasta ahora, en el paludismo de roedores, pero es de suponer que también
esté presente en las fases tardias de las infecciones hepaticas por Plasmodium vivax. Los

merozoitos liberados luego de la ruptura del merosoma, invaden sobre todo los reticulocitos.

Algunos paréasitos de Plasmodium vivax pueden diferenciarse a gametocitos maduros y
justamente estos gametocitos son los infecciosos para los mosquitos anofelinos antes de que
aparezcan los sintomas clinicos en el individuo. Tras ser captados por los mosquitos
Anopheles durante la ingesta de sangre, los gametocitos empiezan el ciclo sexual, que incluye
la liberacion de gametos macho y hembra, la fertilizacion y la formacion de un oocineto
movil que atraviesa el epitelio del intestino medio del mosquito donde se diferencian en una
nueva forma replicativa conocida como oocisto. La liberacion de esporozoitos, la migracion
y la invasion de las glandulas salivares completan este complejo ciclo vital, en el cual el
parasito pasa por mas de 10 fases de diferenciacion celular e invade al menos cuatro tipos de

células en dos huéspedes diferentes “°),
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Figura 1.Resumen del ciclo de vida del Plasmodium vivax segiin Mueller ¢



1.3 Aspectos generales del mosquito vector

1.3.1 Clasificacion sistematica de Anopheles albimanus
La clasificacion sistematica del mosquito Anopheles albimanus es “9):
Reino: Animalia
Filo: Artrhopoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Género: Anopheles

Especie: A. albimanus

1.3.2 Caracteristicas generales de la familia Culicidae

Los culicidos llamados “mosquitos” o “zancudos” son especimenes delicados de 3 a 9 mm
de longitud. Con cabeza globosa, grandes 0jos compuestos y no presentan ocelos. Las antenas
largas y finas nacen de los lados de la frente, conformadas por 12 o 15 segmentos. En la base
de cada segmento nacen pelos que en el caso de los machos son largos y densamente
dispuestos dando la apariencia de una pluma; en la hembra por el contrario, los pelos son
cortos y escasos. Las piezas bucales son de tipo estiletiforme, las cuales estan contenidas en
un estuche, formando la llamada probdscide. A cada lado de la probdscide se encuentran los
palpos, los cuales sirven para distinguir a los sexos y para separar la subfamilia Anophelinae
de la subfamilia Culicinae. En los culicidos (subfamilia Culicinae) los palpos de las hembras
miden menos de la mitad de la longitud de la probdscide. En los anofelinos (subfamilia

Anophelinae) los palpos de ambos sexos son casi tan largos como la probdscide ¢7).
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1.3.3 Caracteristicas generales del mosquito Anopheles albimanus

El mosquito Anopheles albimanus por lo general es de color castafio oscuro y de tamafo
mediano. Su proboscide larga y delgada de tonalidad oscura sin anillos. Los parpos son tan
largos como la probdscide oscura y con anillos blancos apicales. El torax, en su regién dorsal,
es de color gris oscuro y presenta tres manchas oscuras, dos laterales y una posterior. Las
alas presentan escamas oscuras y blanco amarillentas. EI abdomen es de color castafio oscuro.
Las patas son largas y delgadas con anillos blancos. Sus trompas, térax y abdomen forman
una linea recta y en reposo se mantiene en posicion inclinada dentro de un angulo

comprendido entre 45° y 90° “®),

Las crias se desarrollan en aguas dulces expuestas a la luz del sol, con poca materia organica
y con o sin vegetacion. ElI mosquito adulto tiene una longevidad de dos meses
aproximadamente, la hembra pica dvidamente tanto al hombre como a los animales (andro-
zoofilico) preferiblemente de noche. Algunos se alimentan dentro de los hogares (endofagia),
mientras que otros prefieren alimentarse fuera de ellos (exofagia) y tras la ingesta de sangre
algunos mosquitos prefieren reposar dentro (endofilia) y otros fuera (exofilia); no obstante,
este patrén de comportamiento cambia segun la localizacion geogréfica, las caracteristicas

del hogar y las condiciones microclimaticas “®).

Antenas 33

Proboscide

Patas
Palpos . ‘ traseras

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Anopheles albimanus.
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1.3.4 Ciclo de vida

El ciclo de vida del Anopheles albimanus pasa por las siguientes fases: huevo, larva, pupay
adulto. La hembra se aparea una sola vez y pone los huevecillos sobre superficies de agua
dulce limpia de poca profundidad, durante la segunda y tercera semana de su vida. Los
huevos, que se incuban de 3 a 4 dias por lo general, presentan flotadores que les permiten
mantenerse en la superficie del agua, sin embargo son de diminuto tamafio lo que complica
su observacion a simple vista. Después de la eclosion del huevo éste pasa a la fase de larva
en la cual se desarrollan cuatro mudas; la velocidad de crecimiento depende directamente de
la temperatura del agua y la cantidad de alimento que hay en el criadero, con temperaturas
iguales o superiores de 25°C. La Gltima muda se alcanza en 72 horas; en el agua las larvas se
alimentan de protozoarios de vida libre y microalgas, después que se da la cuarta muda en la
que la larva comienza a secretar una cubierta por todo el cuerpo que finalmente la encierra.
Este Gltimo paso es la llamada pupa en la cual el organismo deja de alimentarse y flota; esta
fase es necesaria para que puedan llevarse a cabo los cambios en su cuerpo que le permitan
la invasion del ambiente aéreo, asi como también cambiar su alimentacion a liquidos Ilenos
de proteinas necesarias para formar los huevos. En un periodo de 24 a 48 horas los tejidos
del cuerpo larval desarrollan las alas en el torax, tres pares de patas, un aparato bucal
modificado para picar, ovarios (en el caso de las hembras), glandulas salivales y enzimas
digestivas para degradar su futuro alimento sanguineo. La etapa final es la del mosquito
adulto, el cual sale de la pupa emergiendo el adulto, éste queda descansando sobre el agua
hasta endurecer su cuerpo y poder realizar vuelos largos. El vuelo mas importante es aquel
donde busca alimentarse de sangre humana o de animal teniendo un rango de vuelo hasta de
hasta 10 a 20 kilémetros “9),

1.4 Aspectos generales de los aceites esenciales

Los aceites esenciales estan compuestos de varias sustancias organicas volatiles o aromaticas,
gue pueden ser alcoholes, cetonas, éteres aldehidos, y que se producen y almacenan en los
canales secretores de las plantas. Se les Ilama aceites por su apariencia fisica y consistencia
que es bastante parecida a los aceites grasos, pero se distinguen de ellos porque al dejar caer

unas gotas de esencia sobre el papel, éstas se volatilizan facilmente sin dejar ninguna huella
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ni mancha grasosa. Las propiedades medicinales de estos aceites son variadas y abundantes,
la mayoria de éstas producen efectos sedantes, antiespasmaddicos, desinfectantes y de
repelencia, entre otros. Se reconoce una planta que contenga aceites esenciales debido a su

aroma caracteristico, facilmente perceptible ¢,

De acuerdo a Masada (1976), los aceites esenciales se clasifican en base a diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza de los compuestos mayoritarios ¢V,
Segun la consistencia se dividen en:

= Esencias fluidas: liquidos muy volatiles a temperatura ambiente.
» Baélsamos: liquidos de consistencia espesa, poco Vvolatiles y propensos a
polimerizarse.

= Oleorresinas: liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas.
Segun su origen, pueden ser:

= Naturales: Se obtienen directamente de la planta y no se somete a ninguna
modificacion posterior.

= Atrtificiales: Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de las esencias con
uno de sus constituyentes.

= Sintéticas: Mezcla de compuestos obtenidos sintéticamente.

Segun la naturaleza de los compuestos mayoritarios, pueden ser:

= Monoterpenoides.
= Sesquiterpenoides

= Compuestos oxigenados.

1.5 Aspectos generales de los repelentes

Los repelentes basicamente son sustancias que al ser aplicadas sobre la piel generan repulsion
frente a los insectos, formando una pequefia capa gaseosa sobre la piel, lo que hace de ésta
un lugar desagradable o poco atractivo para ellos, con esto se evita un gran problema como

las picaduras y por ende las enfermedades que ellos ocasionan El uso de las plantas fue el
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método inicial para combatir los insectos, principalmente mosquitos, consistio en el uso de
repelentes botanicos. Algunas veces se solia cubrir los sacos de las recientes cosechas con
plantas determinadas evitando asi que insectos como gorgojos y polillas perjudiquen al
producto guardado, otras veces otras se quemaban para producir humo gque ahuyentara a los

insectos y asi evitar la succion de sangre y transmision de enfermedades ©2.

En el afio 1952 fue descubierto el N-N-dietil-m-toluamida (DEET), sustancia que ha tenido
gran importancia hasta el punto que la mayoria de los repelentes formulados hasta hoy lo han
utilizado como principio activo. Sin embargo, esta sustancia ha reportado multiples efectos
secundarios tales como toxicidad e irritabilidad, por lo cual se estan desarrollando repelentes

alternativos basados en sustancias de origen natural como es el caso de los aceites esenciales
(53)

En general, el repelente ideal debe mezclar las caracteristicas naturales y sintéticas. Es decir,
debe contener principios activos naturales y que perduren en el tiempo una vez aplicados a
la piel. Ademas de ello debe ser eficaz contra una o varias especies de mosquitos y poseer
caracteristicas organolépticas aceptables. Otro punto que cada vez mas se toma en cuenta, es
que el repelente no sea propenso a ensuciar 0 manchar la ropa y que a su vez su adquisicion

sea de bajo costo ¢4,
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Pregunta de investigacion

¢Los aceites esenciales extraidos de Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) y
Minthostachys mollis Grisebach (Mufia) serén efectivos como repelentes frente a Anopheles

albimanus colectados en la region Tumbes?

2.2 Objetivo general

Evaluar el efecto repelente in vitro de los aceites esenciales extraidos de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) sobre mosquitos de Anopheles

albimanus colectados en la region Tumbes.

2.3 Objetivos especificos

e Extraer aceites esenciales a partir de muestras vegetales frescas de Lepechinia
meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) y determinar el

rendimiento del proceso.

» Realizar el analisis quimico de los aceites esenciales obtenidos a partir de las muestras
vegetales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb.
(Muha) mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-
MS).

= Determinar el Porcentaje de Repelencia (PR) de las disoluciones al 0.5; 1.0; 1.5; 2.0
y 10 % v/v de los aceites esenciales extraidos de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha
salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufa) frente a mosquitos hembras de

Anopheles albimanus.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Instalaciones de ejecucion

Las muestras vegetales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis
Griseb. (Mufia) fueron identificadas por el Blgo. Botanico Camilo Diaz Santibafiez e
incluidas en el Herbario de Plantas Medicinales (HEPLAME) del Laboratorio de Botanica
Aplicada-LID de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, con numeros de vouchers;
150518 y 060618 respectivamente.

Los aceites esenciales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis
Griseb. (Mufia) fueron extraidos por destilacion por arrastre con vapor y analizados por
mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas en la Unidad de

Investigacion en Productos Naturales- LID de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Las diluciones al 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 y 10 % v/v de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) fueron preparadas y
almacenadas en el Laboratorio de Control de Calidad-LID de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

El bioensayo de repelencia fue desarrollado en la Unidad de Entomologia del Laboratorio
Regional Referencial perteneciente al Instituto Nacional de Salud -MINSA en la region

Tumbes.

El presente trabajo fue registrado en el Sistema Descentralizado de Informacion vy
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) con el codigo 101046 y aprobado por la Direccién

Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT).

3.2 Equiposy Materiales
Cromatdgrafo de gases acoplado a Espectrometro de Masas (Agilent Technologies modelo

7890A-5975C, USA); Balanza Analitica (Mettler Toledo Modelo AB54 Serie P23502,

Suiza); Refrigeradora-Congeladora (Moraveco); Equipo GPS navegador movil (Garmin
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Montana modelo 650); Equipo destilacion por arrastre de vapor Unidad de Investigacion en
Productos Naturales (UPCH); Picndmetro (5 mL); Placas Petri 9 cm de diametro.

3.3 Métodos

3.3.1 Coleccion e identificacion de muestras vegetales

Se colectd muestras vegetales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys
mollis Griseb. (Mufia) para la obtencidn de aceite esencial, posteriormente se guardaron y
envolvieron en papel periddico y se colocaron dentro de bolsas plasticas para su transporte

al laboratorio donde fueron sometidas a destilacion por arrastre con vapor.

Adicionalmente se seleccionaron tres (03) muestras representativas de cada especie vegetal
siguiendo el método convencional para la colecta, prensado y secado de dicho material para

su posterior identificacion taxonémica especifica 9 (Anexos 3y 4).

3.3.1.1 Coleccion de muestras vegetales de Lepechinia meyenii Walpers

(Pacha salvia)

Se adquirid y colecto6 un total de 16.85 kg de muestra vegetal fresca de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) a 3359 msnm de una zona cultivada con coordenadas; 9°29°4”S
77°30°43”W,  perteneciente al centro poblado de Huilcahuain, distrito Independencia,

provincia de Huaraz en el departamento de Ancash.

3.3.1.2 Coleccion de muestras vegetales de Minthostachys mollis
Grisebach (Mufia)

Se adquirid y colect6 un total de 7.27 kg de muestra vegetal fresca de Minthostachys mollis
Griseb. (Mufia) a 3263 msnm de un zona cultivadas con coordenadas; 12°2°9.4”S 75°13°6.2
W, perteneciente al centro poblado de Umuto, distrito de EI Tambo, provincia de Huancayo

en el departamento de Junin.
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3.3.2 Coleccion e identificacion de Anopheles albimanus

Se capturé aproximadamente 300 mosquitos de Anopheles albimanus hembras en su estadio
adulto. La coleccion fue realizada por el parte profesional técnico entomolégico del
Laboratorio Regional Referencial de Tumbes, siguiendo el método tradicional de coleccion
por succion, el cual consta de un tubo colector de vidrio acoplado por uno de sus extremos a
una manguerilla por medio del cual se genera la succion mediante la boca. Entre tubo colector

y manguerilla se coloca un filtro para evitar la ingesta accidental del mosquito (Anexo 6).

La coleccién se realizd en una zona pecuaria con coordenadas; 3°32°13”S 80°23°3”W,
perteneciente a la localidad de Puerto Pizarro, distrito de Tumbes, provincia de Tumbes en
el departamento de Tumbes. Posteriormente los especimenes fueron identificados por la
Unidad de Entomologia del Laboratorio Regional Referencial del Instituto Nacional de Salud

de tumbes (Anexo 7).

3.3.3 Extraccion del aceite esencial

Para la obtencion del aceite esencial se utiliz6 el equipo de destilacion por arrastre de vapor
perteneciente a la Unidad de Investigacion en Productos Naturales (LID) de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (Anexo 5).

Se utilizaron las hojas frescas de cada muestra botanica propuesta exentas de hongos,
liquenes u otras particulas contaminantes. Las cuales fueron previamente cortadas en trozos
de 4-7 cm para aumentar la superficie de contacto y asi facilitar el procedimiento de

extraccion de aceite.

Luego de aproximadamente 6 horas de destilacion, se obtuvo aceite esencial y el remante de
agua que pudiese estar presente en los mismos, fueron eliminados utilizando sulfato de sodio
anhidro. Finalmente los aceites esenciales puros fueron recogidos en frascos ambar de 25
cm?® con cierre hermético y refrigerado a una temperatura menor de los 5 °C para su mejor

conservacion hasta ser sujetos a las pruebas establecidas.
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3.3.4 Diluciones de los aceites esenciales

Se realizaron cinco diluciones por cada aceite esencial utilizando como disolvente aceite
mineral USP. Se inicié con la dilucion al 10 % v/v, posteriormente se determind las cuatro
diluciones restantes al 2.0%, 1.5%, 1 % y 0.5 % v/v.

3.3.5 Determinacién de densidad de los aceites esenciales

Se determiné la densidad de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha
salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufa) utilizando un picndmetro de 5 mL de

capacidad y una balanza analitica.

3.3.6 Analisis de Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masas

La cromatografia de gases y su acoplamiento con la espectrometria de masas es la técnica
mas idonea para la cuantificacion e identificacion de los componentes volatiles de mezclas

complejas como los presentes en los aceites esenciales.

Los aceites esenciales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis
Griseb. (Mufia) se analizaron en un Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A con
detector espectrometro de masas Agilent Technologies 5975C (Agilent Technologies Inc).
Se utilizd una columna capilar J&W 122-1545.67659 DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pum X

0.25 pum. Las condiciones del CG fueron las siguientes:

e La rampa de temperatura: Empieza en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 °C; 2.5
°C/min hasta 200 °C por 5 minutos y finalmente 10 °C/min hasta 300 °C
manteniéndose por 3 minutos.

e Tiempo de corrida: 54 min

e EIl volumen de inyeccion 1 pL

e Split: 100:

e El gas portador: He, 1 mL/min

e Muestra: se diluyo 20 pL de muestra en 1mL de diclorometano
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3.3.7 Test de Repelencia

3.3.7.1 Bioensayo

El bioensayo fue llevado a cabo de acuerdo con el método descrito por Talukder y Howes.
Este método tiene como fundamento observar si la sustancia a evaluar desencadena o no
algun tipo de comportamiento netamente migratorio en el mosquito y a través de dichas
observaciones determinar la posible actividad repelente o de lo contrario la posible actividad
atrayente generada por la sustancia.

El bioensayo consta de la utilizacion de papel filtro (Whatman®, Grade 40) cortado por la
mitad en porciones iguales. En una mitad (zona tratada) se aplicé 1 mL aproximadamente de
la sustancia evaluada, para este caso aceites esenciales a diferentes concentraciones, y en la
otra mitad (zona no tratada) no se aplico ninguna sustancia. Las zonas tratadas y no tratadas
fueron bien diferenciadas y colocadas de forma contigua dentro de la jaula de prueba o
recipiente, para este caso se utilizo placas Petri de 9 cm de diametro a las cuales se les realizo
un orificio de 1 cm de didmetro para la introduccion de los mosquitos. Posteriormente, con
la ayuda de una manguerilla de succion, se introdujeron diez (10) hembras adultas de
Anopheles albimanus al recipiente de prueba. Una vez iniciado el procedimiento se realizé
recuentos de los mosquitos presentes en la zona no tratada del papel filtro, cada hora durante
tres horas ©9),

De igual forma se procedio con los controles. Para el control positivo (+) se escogié un
repelente sintético comercial con alta actividad que contiene DEET al 15 % el cual se aplicd
en la zona tratada del papel filtro y en la zona no tratada no se aplic6 ninguna sustancia. Para
el control negativo (-) se utiliz6 aceite mineral USP el cual es inerte y no presenta ninguna
actividad que afecte el comportamiento migratorio del mosquito y se procedié del mismo

modo que con el control positivo (+). Cada ensayo fue llevado a cabo por triplicado.
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Figura. Principales pasos del bioensayo
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3.3.7.2 Célculo del Porcentaje de Repelencia

Los datos se convertiran a porcentajes de repelencia mediante la formula la cual expresa;

PR(%) = 2 x( C — 50)

Donde: C es el porcentaje de mosquitos presentes en la mitad no tratada, es asi que valores

(+) indican repelencia y valores (-) indican atraccion.

Adicionalmente, siguiendo la metodologia, el promedio de los porcentajes de repelencia

fueron clasificados segun la siguiente escala:

Tabla 1.Valoracién del grado de repelencia segiin Talukder y Howes (36)

Clase Grado de Repelencia (%)
0 >0.01a<0.1
I 0.1a20
1 20.1a40
I 40.1a 60
v 60.1a 80
\Y 80.1a 100
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3.3.8 Analisis Estadistico

3.3.8.1 Diagrama de Caja-Bigotes (boxplots o box and whiskers)

La cantidad de mosquitos presentes en la zona no tratada durante el bioensayo tanto para
cada concentracion de aceite esencial como los controles positivo (+) y negativo (-), seran
sometidos a una representacion visual detallada mediante diagramas de Caja-Bigotes
(boxplots 0 box and whiskers) los cuales permiten describir caracteristicas importantes, tales

como la dispersion y simetria.

3.3.8.2 Prueba Mann-Whitney

Para determinar diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de mosquitos
presentes en la zona no tratada de cada concentracion de aceite esencial y los controles
positivo(+) y negativo(-) usados, se empled la prueba estadistica de Mann-Whitney,
también Ilamada Mann-Whitney-Wilcoxon, U de Whitney o prueba de suma de rangos
Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica que permite identificar diferencias entre las
medianas de dos grupos independientes con libre distribucion cuyos datos han sido medidos

al menos en una escala de nivel ordinal.
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3.3.9 Diagrama de procesos de la investigacion

Analisis por
. _ _ | Cromatografia de Gases
Colecct;g?aﬂ?cguestras Aceite esencial puro acoplada a
Espectrometria de
| Masas (GC-MS)
ks 'y "
i
Identificacion de Filtrado Ensayos de repelencia
muestras botanicas contra A.albimanus
. J \
~ ™ -~

L, Obtencidn del aceite
Destilacién por arrastre esencial +

de vapor Resultados

agua

Figura 3.Diagrama de procesos de la investigacion
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4. RESULTADOS

4.1 Cantidad de aceite esencial obtenido y determinacion del
rendimiento

Luego de la extraccion se obtuvo 13.5 mL de aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp.

(Pacha salvia) a partir de 16.85 Kg de muestra vegetal fresca, obteniendo un rendimiento de
0.07%.

Waceite
R% =—x 100
Wmuestra

71g

RV = —<
& 16850 g

* 100 = 0.07%

Mientras que por otro lado se obtuvieron 9.5 ml de aceite esencial de Minthostachys mollis

Griseb. (Mufa) a partir de 7.27 kg de muestra vegetal fresca, obteniendo un rendimiento de
0.11%.

RY Waceite 100
= ——=%
0 Wmuestra
_ 8.64g _
R% = *100 = 0.11%

7270 g
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4.2  Caracteristicas organolépticas y densidad de los aceites esenciales
Lepechinia meyenii Walpers (Pacha salvia) y Minthostachys mollis
Grisebach (Muia)

Se determind las principales caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales, asi como
también su densidad. El aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) mostrd
un color mas intenso en comparacion con el aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.

(Mufia) que present6 un color ligeramente amarillo (Anexo 8).

En cuanto a sus densidades, el aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia)
mostrd una densidad de 0.8677 g/mL un valor menor en comparacion con el aceite esencial

de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) que presentd una densidad de 0.9103 g/mL.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas s de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia).

Especie Estado y color Olor Densidad
(g/ml)
Lepechinia Liquido, amarillo intenso Caracteristico 0.8677
Meyenii Walp.

Minthostachys
Mollis Griseb.

Liquido, amarillo tenue

Caracteristico

0.9103

4.3 Constituyentes del Aceite esencial de Lepechinia meyenii Walpers

(Pacha salvia)

Se determino la presencia de 39 constituyentes quimicos en el aceite esencial Lepechinia
meyenii Walp. (Pacha salvia) analizados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS), mostrando al B-pineno (22.96%) como componente

mayoritario, seguido de 3-careno (19.45%) y a-Pineno (12.48%).
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Tabla 3.Constituyentes quimicos del aceite esencial del Lepechinia meyenii Walp.
(Pacha salvia) por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

1 1-Isopropil-4-metilbiciclo[3.1.0]hex-2-eno 13.09 0.51
2 a-Pineno 13.42 12.28
3 a-Fencheno 13.91 0.24
4 Canfeno 13.99 0.49
5 B-Pineno 14.94 22.96
6 B-Mirceno 15.02 0.83
7 Desconocido (CioHis) 15.67 0.25
8 a-Felandreno 15.75 0.96
9 3-Careno 15.87 19.45
10 a-Terpineno 16.07 0.56
11 Desconocido (CioH14) 16.31 0.67
12 D-Limoneno 16.5 7.39
13 B-Felandreno 16.6 6.61
14 Eucaliptol 16.65 1.9
15 a-Thuyeno 17.18 0.29
16 y-Terpineno 17.37 1.21
17 Isoterpinoleno 18.12 0.67
18 Terpinoleno 18.27 1.73
19 1-Octen-3-il-acetato 18.66 0.23
20 Desconocido (C1oH2002) 19.05 0.24
21 Isomentona 20.54 0.33
22 Pinocamfona 21.26 0.5
23 Terpinen-4-ol 21.3 0.41
24 a-Terpineol 21.7 0.28
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Desconocido (C12H1s02) 24.56 0.33

a-Cubebeno 26.95 0.77
a-Gurjuneno 27.85 1.51
B-Cariofileno 28.22 0.58
Aromadendreno 28.72 0.63
B-Gurjuneno 29.31 0.37
Copaeno 29.56 0.34
a-Farneseno 30.09 0.75
a-Muuroleno 30.18 0.62
Germacreno D 30.65 1.77
o-Cadineno 30.71 3.72
Guaiol 33.01 5.39
Ledol 33.43 0.82
a-Eudesmol 34.89 0.53
Bulnesol 35.07 0.88

Abundance
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Figura 4. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp.
(Pacha salvia).
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4.4  Constituyentes quimicos del Aceite esencial de Minthostachys mollis
Grisebach (Mufa)

Se determind la presencia de 35 constituyentes quimicos en el aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) analizados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS), mostrando a pulegona (38.02%) como componente

mayoritario, sequido de mentona (34.29%) y D-isomentona (6.95%).

Tabla 4. Constituyentes quimicos del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.
(Mufia) por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

1 1.1-1sopropil-4-metilbiciclo[3.1.0]hex-2-eno 13.08 0.13
2 a-Pineno 13.39 0.46
3 Canfeno 13.98 0.11
4 Sabineno 14.64 0.17
5 B-Pineno 14.88 0.49
6 B-Mirceno 15.02 0.32
7 3-Octanol 15.23 0.43
8 B-Cimeno 16.31 0.77
9 Limoneno 16.47 0.58
10 B-Ocimeno 16.86 0.44
11 y-Terpineno 17.37 0.96
12 B-Linalool 18.59 3.93
13 Desconocido (CioH2002) 19.05 0.26
14 Mentona 20.64 34.29
15 D-isomentona 20.88 6.95
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Neoisomentol
Isopulegona
a-Terpineol

Pulegona

Desconocido (CioH1602)
Desconocido (C10H1602)
Piperitona

Desconocido (CioH1602)
Timol

Desconocido (C1oH140)
Desconocido (CioH1402)
a-Copaeno
Desconocido (CisHz4)
Cariofileno
Desconocido(CisH24)
B-Cubebeno
Biciclogermacreno
Desconocido (CisH24)
Desconocido (CisH240)

Desconocido (CisHz22)

20.96

21.14

21.72

23.14

23.37

23.44

23.5

24.25

25.83

25.9

26.44

26.95

27.23

28.23

29.19

29.85

30.24

30.69

32.55

46.17

0.36

1.28

0.12

38.02

0.1

0.72

0.27

0.43

0.51

0.11

0.18

0.19

0.24

2.77

0.46

2.00

1.56

0.12

0.16

0.11
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Figura 5. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.
(Mufa).
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4.5 Resultados de la actividad repelente del aceite esencial de Lepechinia

meyenii Walpers (Pacha salvia)

Se determin0 la actividad repelente del aceite esencial de Lepechinia meyenii en todas las
concentraciones propuestas, obteniendo la maxima actividad en su concentracion al 2.0%

catalogdndose como un repelente de grado IV con 80 % de repelencia (Anexo 9).

Asi mismo en su concentracion al 10% caus6 mortalidad en los especimenes de Anopheles
albimanus mostrando una potencial actividad insecticida. Otro dato resaltante es el obtenido
en su concentracion al 0.5% denotando una posible actividad atrayente.

31




Tabla 5. Cantidad de mosquitos repelidos de Anopheles albimanus, Porcentaje (PR) y
Grado de repelencia del aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia).

Tiempo | N° mosquitos presentes Porcentaie d
para en la zona no tratada : : orecental® 9 1 Grado de
Muestra Promedio | Mortalidad | Repelencia .
conteo 10 2° 3° (PR) repelencia
(min) | Ensayo | Ensayo | Ensayo
Control (1) i ° REPELENTE
DEET 120" 10 10 8 9.33 NO 86.66% v
15%
° 180 10 10 8
Aceite 60 1 1 2
esencial .
120 1 1 2
LM 1.33 Sl 0 N/D
10% 180' 1 1 2
Aceite 60' 7 10 10
esencial | REPELENTE
120 7 10 10 0
LM 9 NO 80% v
2% 180' 7 10 10
Ace 60' 7 9 7
ceite
esencial 120' 7 9 7 7.66 NO 53.33% REPEI%IE NTE
LM 15%
180 7 9 7
Aceit 60' 6 6 7
ceite
esencial 120 6 6 7 6.33 NO 26.66% REPEII‘IENTE
LM 1%
> | 180 6 6 7
Aceit 60' 4 5 5
ceite
esencial | 120° 1 5 5 4.66 NO 666% |TRAYENTE
LM 0.5 %
180' 1 4 4
Control () 60' 3 4 5
ACEITE . 0 ATRAYENTE
MINERAL 120 7 4 3 4.11 NO -17.77%
USP 180' 4 5 2

N/D= No determinado
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Los resultados obtenidos muestran una marcada dosis dependencia en los tres primeros
puntos validos, es decir que el aumento del porcentaje de repelencia esta sujeto a la
concentracion del aceite esencial. Respecto al Gltimo punto se evidencié un porcentaje de

repelencia negativo lo que se traduciria en un efecto atrayente frente al mosquito vector

(Anexo 10).
Porcentaje de Repelencia de Lepechinia
meyenii Walp. (Pacha salvia)
< 100.00% 80.00% 86.66%
S 80.00%
r ) 53.33%
E 60.00%
& 40.00% 26.66%
[a)
w  20.00%
: |
= 0.00% T
& -20.00% -6.66%
Q -17.77%

-40.00%
CONCENTRACION DE ACEITE ESENCIAL

mControl () HWAE0.5% wWAE1.0% wAE 1.5% ®AE2.0% ® Control (+)

Figura 6. Porcentaje de repelencia de aceite extraido de Lepechinia meyenii Walp.
(Pacha salvia) a diferentes dosis

4.6 Resultados de la actividad repelente del aceite esencial de

Minthostachys mollis Grisebach (Muiia)

Se determiné la actividad repelente del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.
(Muha) en todas las concentraciones propuestas, obteniendo la maxima actividad en su
concentracion al 1.5% catalogandose como un repelente de grado I11 con 60 % de repelencia
(Anexo 9).

Otros resultados interesantes son los obtenidos a las concentraciones de 10y 2% en las cuales

se observa una posible actividad insecticida frente a especimenes de Anopheles albimanus.
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Tabla 6. Cantidad de mosquitos repelidos de Anopheles albimanus, Porcentaje (PR) y
Grado de repelencia del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia)

Tiempo | N° mosquitos presentes Porcentaje
Muestra para en la zona no tratada Promedio | Mortalidad de Grado de
conteo 1° 2° 3° Repelencia| repelencia
(min) |Ensayo | Ensayo | Ensayo (PR)
60' 10 10 8
Control (+)
DEET 120" 10 10 8 9.33 NO 86.6% REPEI\‘/ENTE
15%
180 10 10 8
_ 60' 6 3 0
Aceite
esencial 120 6 3 0 3 Sl 0% N/D
MM 10 %
180' 6 3 0
_ 60' 3 1 6
Aceite
esencial 120' 3 1 6 3.33 Sl 0% N/D
[0)
MM 2% 180' 3 1 6
60' 7 8 9
Aceite
esencial 120° 7 8 9 8 NO 60% REPEI%IENTE
MM 1.5 %
180' 7 8 9
Aceit 60' 6 6 8
ceite
esencial |  120° 6 6 8 6.66 NO 33.33% | RooLENTE
MM 1 %
180 6 6 8
Aceit 60' 7 4 7
ceite
esencial | 120° 7 4 7 6 NO 2006 | REPELENTE
MM 0.5 %
180' 7 4 7
Control (-) |  60° 3 4 5
ACEITE . ATRAYENTE
120 7 4 3 - 0
MINERAL 4.11 NO 17.77%
USP 180' 4 5 2

N/D= No determinado
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De igual manera, los resultados obtenidos muestran una marcada dosis dependencia en los
tres puntos validos, es decir que el aumento del porcentaje de repelencia esta sujeto a la

concentracion del aceite esencial (Anexo 10).

Porcentaje de Repelencia de Minthostachys
mollis Griseb. (Muia)

100.00% 86.66%
80.00%
60.00%
40.00%
20.00%

-20.00%
-17.77%
-40.00%

20.00%

PORCENTAJE DE REPELENCIA

CONCENTRACION DE ACEITE ESENCIAL

mControl (-) wWAEO0.5% ®AE1.0% ®AE 1.5% & Control (+)

Figura 7. Porcentaje de repelencia del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb.
(Mufa) a diferentes concentraciones.

4.7 Diagrama Caja-Bigotes (boxplots o box and whiskers)

Figura 8. Diagrama Caja-Bigotes para Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia)

Numero de mosquios

Tratamisnto

35



Figura 9. Diagrama Caja-Bigotes para Minthostachys mollis Griseb. (Muiia)

oS

Numero &= mosguit

Tratarmienio

El analisis de los diagramas de caja-bigotes para las concentraciones de ambas muestras

botanicas refleja dos puntos importantes. EI primero punto, al igual que lo observado en las

figuras 7 y 8, demuestra la dosis dependencia con respecto al nimero de mosquitos. Puesto

que se observa un mayor nimero de mosquitos presentes en la zona no tratada conforme se

aumenta la concentracién del aceite esencial evaluado.

El segundo punto que sobresale después de analizar los diagramas, es con respecto al control

negativo (-). Existe una evidente diferenciacion de la caja correspondiente al control negativo

(-) con respecto a las demas cajas pertenecientes a las concentraciones de los aceites

esenciales. La notoria variabilidad de los puntos observados en el control negativo (-) puede

significar una limitacion en el presente bioensayo utilizado.
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4.8 Resultados obtenidos mediante la prueba estadistica de Mann-
Whitney

Tabla 7. Principales datos obtenidos mediante la prueba de Mann-Whitney para
Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia)

Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia)
Tipo de Control Concentracion de | Valor de significancia (P) Existe diferencia
Aceite Esencial estadisticamente
significativa (p<0.05)
0.5% 0.8179 No
1.0% 0.0028 Si
Control (-) i
1.5% 0.0006 Si
2.0% 0.0004 Si
0.5% 0.0002 Si
1.0% 0.0002 Si
Control (+) i
1.5% 0.0037 Si
2.0% 0.6340 No

Mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney se compard los grupos controles tanto
positivo (+) como negativo (-) con cada concentracion de aceite esencial para determinar si
existe diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Es asi que, los resultados

obtenidos para Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) mostraron dos datos sobresalientes.

El primero de ellos es el obtenido entre el control negativo (-) y la concentracion del aceite
esencial al 0.5%, puesto que al comparar estos grupos se obtuvo un valor de p>0.05
demostrando que no existe diferencia estadisticamente significativa entre ellos. El segundo
punto es el obtenido entre el control positivo (+) y la concentracion de aceite esencial al 2.0%
el cual arrojé un valor de p>0.05, demostrando de igual manera que no existe diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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Tabla 8. Principales datos obtenidos mediante la prueba de Mann-Whitney para
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia)

Minthostachys mollis Griseb. (Mufia)

Tipo de Control

Concentracion de
Aceite Esencial

Valor de significancia (P)

Existe diferencia
estadisticamente

significativa
(p<0.05)
0.5% 0.0379 Si
Control (-) 1.0% 0.0018 Si
1.5% 0.0005 Si
0.5% 0.0002 Si
Control (+) 1.0% 0.0008 Si
1.5% 0.0129 Si

Los resultados obtenidos mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney para

Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) no mostraron ningln dato resaltante. Todos los grupos

comparados arrojaron un valor de p<0.05, demostrando la existencia de una diferencia

estadisticamente significativa entre ellos.

38




5. DISCUSION

Seguln los resultados obtenidos por GC-MS se determinaron 39 constituyentes quimicos
presentes en el aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) encontrandose en
mayor cantidad el B-pineno (22.96%) seguido de 3-careno (19.45%) y a-Pineno (12.48).
Mientras que de los 35 constituyentes quimicos presentes en el aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) fue la pulegona (38.02%) como constituyente
mayoritario seguido de mentona (34.29%) y D-isomentona (6.95%).

Los constituyentes obtenidos en el aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha
salvia) en el presente estudio coinciden con el trabajo realizado por Ruiz (2015), el cual
muestra por primera vez los constituyentes quimicos del presente aceite esencial obtenido a
partir de muestras colectadas en el departamento de Ancash, de entre los cuales predomina
el a-Pineno (29.87%) seguido de Eucaliptol (13,25%) y R-Pineno (9,64%) ©7.

Con respecto a los constituyentes del aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia),
Fuertes (2001) muestra los principales constituyentes quimicos obtenido a partir de muestras
colectadas en el departamento de Junin, mostrando el 1-tetradeceno (23,14 %) como
compuesto mayoritario, seguido de 2S-Transmentona (23,00%) y pulegona (13,21%). Asi
mismo Magquera (2009) identifico los componentes mayoritarios de muestras colectadas en
el departamento de Huanuco, mostrando la pulegona (43.49%) como compuesto mayoritario,
seguido de mentona (28.64%). La variacion de los constituyentes quimicos del aceite esencial
de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) mostrados por Fuertes (2001), Maquera (2009) y
los mostrados en el presente estudio pueden estar influenciados por diversos factores como
el lugar de recoleccion, la altura sobre el nivel del mar, la naturaleza del terreno, la época de

recoleccion o pequefios cambios genéticos y la diferencia entre las hojas y tallos 859,

Algunos de los constituyentes quimicos mayoritarios aqui presentados han sido descritos en
estudios similares. Araujo (2003) reportd que el monoterpeno 3-careno presente en el aceite
esencial Hyptis martiusii, un arbusto pequefio que crece en abundancia en el noreste de
Brasil, presentd actividad insecticida en diferentes concentraciones del extracto obtenido

contra la mosca blanca Bemisia argentifolii, plaga comdn de frutos comestibles de valor
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comercial como el mel6n y la sandia, obteniendo 93% de efectividad a concentraciones de
2000 mg/L. La otra prueba fue realizada contra larva del mosquito Aedes aegypti, vector de
transmision del dengue y la fiebre amarilla, cuando usaron concentraciones de 250 y 500

mg/L la efectividad fue de 99 y 100%, respectivamente €2

Por otro lado un estudio realizado Sanz (2008) demostro que la D-isomentona presente en el
aceite esencial de Pelargonium capitatum presento tanto actividad flngica frente a 14 hongos
fitopatdgenos como actividad insecticida frente a especimenes Ceratitis capitata y

Oncopeltus fasciatus insectos causantes de plagas potenciales en la floricultura €.

En general, como lo descrito con anterioridad, los aceites esenciales obtenidos a partir de
distintas familias botanicas han demostrado actividad repelente e insecticida de manera
significativa frente a especies de artropodos. Es asi que algunos monoterpenos, como o-
terpineol, B-mirceno, linolool, 1,8- cineol, 4-terpineol, timol, carvacrol, a-pineno y B-pineno,
limoneno, alcanfor poseen algun tipo actividad insecticida y entre los sesquiterpenos el 3-
cariofileno es citado como un repelente activo frente mosquitos de la familia Culicidae..Esto
hace inferir que las propiedades de los aceites esenciales tales como la alta actividad repelente
que pudiesen tener frente a mosquitos, este condicionada a la correcta combinacién de

monoterpenos y sesquiterpenos presentes en su composicion particular ©¢263),

Los resultados obtenidos mediante los bioensayos de repelencia mostraron que el aceite
esencial de Lepechinia meyenii al 10% ocasiond mortalidad en los especimenes hembra de
Anopheles albimanus desde el primer hasta el Gltimo conteo del ensayo. Del mismo modo
ocurri6 con el aceite esencial de Minthostachys mollis al 10% y al 2.0% ambas
concentraciones arrojaron datos similares de mortalidad, por lo que se deduce que los aceites
esenciales a las concentraciones planteadas no presentan una actividad repelente sino una
actividad insecticida. Debido a que el test desarrollado no es el idoneo para evaluar la
actividad insecticida, los datos obtenidos no son validos para obtener el parametro
fundamental en el presente estudio que es el porcentaje de repelencia, ni mucho menos es

posible lograr valorar el grado de repelencia.
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Los resultados de la actividad repelente reportados por primera vez muestran que el aceite
esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) presenta alta repelencia frente a los
mosquitos hembras de Anopheles albimanus, logrando un porcentaje de repelencia de 80%
en su concentracion al 2.0%, catalogdndose como un repelente de grado IV. El aceite esencial
de Lepechinia meyenii al 1.5% y 1.0% obtuvieron una repelencia de grado Ill y Il con un
porcentaje de repelencia de 53.3% y 26.6% respectivamente (Ver tabla 5).

Sin embargo el aceite esencial de Lepechinia meyenii al 0.5% presentd un porcentaje de
repelencia negativo. Segun el método de Talukder y Howes propuesto en este estudio, un
porcentaje de repelencia negativo no representa ningun tipo de actividad repente, por el

contrario, denota una actividad atrayente frente a mosquitos de Anopheles albimanus.

Si bien este ultimo resultado no estd alineado con los objetivos principales de la
investigacion, sigue siendo un resultado igual de importante teniendo en cuenta que una de
las herramientas que utiliza actualmente del ministerio de salud en su lucha frente a la

erradicacion de Malaria es el uso de ovitrampas.

Las ovitrampas son trampas de ovipostura para insectos, confeccionadas con material
plastico de color oscuro que simulan criaderos, donde, a través de la presencia de los huevos,
se puede inferir la densidad de mosquitos adultos en un area evaluada, dichas ovitrampas
contienen una mezcla de pasto seco tipo “grama americana” (Stenotaphrum secundatum) y
agua reposada a la cual se le denomina infusion de pasto al 10% , esta infusion se deja
macerar durante siete dias con la Unica finalidad de acondicionar la ovitrampa y asi poder de
atraer la mayor cantidad de mosquitos presentes en la zona de monitoreo. Con los estudios
pertinentes se podria evaluar la actividad atrayente del aceite esencial de Lepechinia meyenii

al 0.5% baséandose en los resultados expuestos en el presente estudio ©4).

Otro punto a resaltar respecto a los Gltimos resultados sobre la actividad repelente del aceite
esencial de Lepechinia meyenii al 1.0% y 0.5%, es el estrecho margen, la pequefia diferencia
de concentracion que presentan pero que sin embargo expresan una bioactividad totalmente
distinta. Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, una diferencia de tan solo
0.5% de concentracion significo tener por un lado un aceite esencial con actividad repelente

y por otro un aceite esencial con actividad atrayente.
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Los resultados de la actividad repelente muestran de igual manera que el aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) presenta una moderada repelencia frente a los
mosquitos hembras de Anopheles albimanus, logrando un porcentaje de repelencia de 60 %
en su concentracion al 1.5%, catalogandose, asi como un repelente de grado I11. Asi mismo
el aceite esencial de Minthostachys mollis al 1.0% y 0.5 % obtuvieron una repelencia de
grado 11y I con un porcentaje de repelencia de 33.3% y 20 % respectivamente (ver tabla 6).

Un estudio similar realizado por Davila (2016) demostré que el aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) presento actividad repelente leve de grado | frente a
mosquitos Culex pipiens con un porcentaje de repelencia de 20% . Esto hace inferir que
la variacion de la actividad repelente puede estar sujeta a las formas de respuesta que
desarrollan diferentes las multiples variedades de mosquitos vectores de enfermedades y lo
complejo que es lograr dilucidar qué factores son los que condicionan su comportamiento al
estar expuestos a aceites esenciales de esta naturaleza. De igual forma que con el aceite
esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia), se recomienda realizar un analisis de
mas rigor con el aceite esencial de Minthostachys mollis con la finalidad de dilucidar la
concentracion maxima real en la cual logre expresar un porcentaje de repelencia mayor al

obtenido en el presente estudio.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante los diagramas de caja-bigote dan a conocer
dos puntos importantes. El primero de ellos, la notoria dosis dependencia de los datos, puesto
que se observa un mayor nimero de mosquitos presentes en la zona no tratada conforme se
aumenta la concentracion de aceite esencial. Y el segundo punto es que a través de los
diagramas se deja expuesto una de las dos limitaciones identificadas en cuanto al método

utilizado en el presente estudio.

La primera limitacion identificada con respecto al método utilizado para evaluar la actividad
repelente radica en que, dicho método no concibe un control negativo (-). Los diagramas
realizados para el control negativo (-) dieron a conocer la notoria variabilidad del nimero de
mosquitos presentes en la zona no tratada para este grupo control, probablemente esta
variabilidad se deba a no se utiliza ninguna sustancia activa que interfiera o desencadene
algun tipo de cambio en el comportamiento del mosquito durante el bioensayo y que por ende

esto genere la migracion del mismo hacia a la zona no tratada. Es decir, al no existir ninguna
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sustancia activa para este grupo control, el comportamiento del mosquito es sumamente
impredecible. Por lo cual, obtener resultados de una actividad repelente o una actividad
atrayente para este grupo control es totalmente aleatorio, perdiéndose asi la solidez del

método (Ver figuras 9 y 10).

Los resultados obtenidos mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney permitieron
identificar dos puntos importantes. La primera, que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el control positivo (+) y el aceite esencial de Lepechinia meyenii al 2.0%
lo cual constituye el resultado mas prometedor del estudio, puesto que estadisticamente se
estaria comprobando que la actividad repelente del aceite esencial a dicha concentracion no
difiere significativamente de la actividad presentada por un repelente comercial usado en la
actualidad.

El segundo punto observado, es que de igual manera no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el control negativo (-) y el aceite esencial de Lepechinia meyenii al 0.5%,
y justamente este resultado permite identificar la segunda limitacion del método utilizado,
puesto que se demuestra que entre estos dos grupos no existe diferencia significativa pero
que sin embargo expresan actividades bioldgicas distintas. Por un lado el control negativo (-
) el cual tedricamente no expresaria ningun tipo de actividad y por otro el aceite esencial de
Lepechinia meyenii al 0.5% que presenta actividad atrayente. Entonces atribuir dos tipos de
respuestas bioldgicas a dos grupos que estadisticamente no muestran diferencias

significativas constituye una fuerte limitacién del método.

Adicionalmente esta limitacion se intensifica si comparamos las concentraciones al 0.5% y
1.0% del aceite esencial de Lepechinia meyenii en la cual la migracién o no, de poco mas de
un mosquito a la zona no tratada, representa un margen de aproximadamente 20% de
repelencia y a través de ello, determinar dos actividades biol6gicas totalmente opuestas. Que
los datos obtenidos muestren con notoriedad, que la migracion de un solo mosquito sea
suficiente para atribuir una actividad repelente o una actividad atrayente, constituye una
marcada falencia en el método utilizado en la presente investigacion (Ver tabla 7).
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Probablemente esta deficiencia del método se deba a que la formula propuesta por Talukder
y Howes para determinar un patron de repelencia o un patron de atraccion esté basada
netamente en el comportamiento migratorio del mosquito mas no concibe la importancia de
la cantidad minima necesaria de mosquitos requeridos y la repercusién del nimero de
mosquitos presentes en el zona no tratada, datos que al ser sometidos a un analisis estadistico
constituirian otra vision de los resultados obtenidos como los realizados en el presente

trabajo.

Si bien, los aceites esenciales propuestos presentan actividad repelente, la consistencia de un
aceite como tal representa un punto critico en su utilizacion. Es decir, la caracteristica general
de un aceite esencial limita su propio uso como repelente, puesto que por su naturaleza volatil
representaria un producto con muy corta duracion en la piel. Por ello la formulacion de una
forma farmacéutica mas estable es una herramienta perfecta para aprovechar al maximo la

actividad repelente mostrada por los aceites esenciales.

Es asi que Davila (2016) ademéas de determinar la actividad repelente de Minthostachys
mollis Griseb. (Mufia), trabajé en la formulacion de una crema en base a la concentracion del
aceite esencial que mas actividad presentd, concluyendo que la formulacion preparada
mantuvo tanto las caracteristicas del aceite esencial como su actividad repelente baja.

Adicionalmente mencion6 que se debe realizar mayores pruebas con la finalidad de elegir de
manera correcta los excipientes participes de la formulacion, aquellos excipientes que
proporcionen adecuadas caracteristicas fisicoquimicas al trabajo en su mayoria de naturaleza

fijadora para hacer perdurar el efecto repelente tales como la parafina y vainillina ©®),

El presente estudio tiene ademas un objetivo intrinseco, la intencion de fortalecer el uso de
plantas nativas peruanas como repelentes naturales y que este tipo de trabajo sea la base para
posteriores investigaciones prometedoras que a la posteridad representen una herramienta

importante en la erradicacion de enfermedades endémicas causadas por mosquitos vectores.
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6. CONCLUSIONES

Se determino el rendimiento del aceite esencial obtenido de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia), siendo de 0.07% vy
0.11% respectivamente.

Se identificaron 39 constituyentes quimicos presentes en el aceite esencial de
Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) siendo B-pineno (22.96%) el mayoritario,
seguido de 3-careno (19.45%) y a-Pineno (12.48).

Se identificaron 35 constituyentes quimicos presentes en el aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb. (Mufa), siendo pulegona (38.02%) el mayoritario,
seguido de mentona (34.29%) y D-isomentona (6.95%).

Se reporta por primera vez la actividad repelente in vitro del aceite esencial de

Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia).

El aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) presenta alta repelencia
frente a los mosquitos hembras de Anopheles albimanus, logrando un porcentaje de
repelencia de 80 % en su concentracion al 2.0%, catalogandose como un repelente de

grado 1V.

El aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) presenta moderada
repelencia frente a los mosquitos hembras de Anopheles albimanus, logrando un
porcentaje de repelencia de 60% en su concentracion al 1.5%, catalogandose como
un repelente de grado I1I.
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7. RECOMENDACIONES

El presente trabajo de investigacion sugiere las siguientes recomendaciones:

e Evaluar la actividad repelente de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii Walp.
(Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) mediante estudios in vivo para
obtener resultados que permitan tener la confianza de su reproducibilidad en

humanos.

o Realizar posteriores estudios a través de métodos indicados para confirmar la posible
actividad insecticida observada tanto a la concentracion de 10% para Lepechinia
meyenii Walp. (Pacha salvia) como a las concentraciones de 10% y 2% para

Minthostachys mollis Griseb. (Mufia).

e Realizar la extraccion del aceite esencial en el mismo lugar donde se realizaran los
bioensayos. De no ser asi, se debe manejar un sistema de cadena de frio para

conservar las caracteristicas del aceite esencial.

e Plantear y elaborar una férmula farmacéutica estable hecha a base de las
concentraciones de aceite esencial que mas actividad repelente mostraron,

asegurando asi la conservacion de sus caracteristicas.
e Desarrollar un estudio a detalle para conocer el costo de produccion que representa

elaborar repelentes naturales hechos a base de aceites esenciales con respecto a

repelentes sintéticos comercializados actualmente.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Montaje de muestra vegetal correspondiente a Lepechinia meyenii Walp.
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ANEXO 2. Montaje de muestra vegetal correspondiente a Minthostachys mollis Griseb.

56



ANEXO 5. Obtencion del aceite esencial de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia) y
Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) mediante destilacion por arrastre con vapor.
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ANEXO 6. Coleccioén de especimenes hembras de Anopheles albimanus en la localidad de
Puerto Pizarro, distritito de Tumbes, provincia de Tumbes.
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ANEXO 8. Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii
Walp. (Pacha salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) respectivamente.
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ANEXO 9. Test de repelencia de los aceites esenciales que mas actividad repelente

mostraron.

Lepechinia meyenii Walp 2% Minthostachys mollis 1.5% Griseb.

63



ANEXO 10. Test de repelencia de los aceites esenciales de Lepechinia meyenii Walp. (Pacha
salvia) y Minthostachys mollis Griseb. (Mufia) a diferentes concentraciones.
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ANEXO 11. Analisis de datos mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney

» Comparacion de grupos controles vs concentracion de aceite esencial para

Lepechinia meyenii Walp. (Pacha salvia).

- PRy T —— g —— g Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_05"), by(cat)
i e e oo (A BB | e ey
cat [ obs rank sum expected ET cat | 035 | "3”255“"” | T expected

éﬁaﬂr& pos 3 Eﬁ 322 Control_pos 9 126 855

combined 18 171 171 combined 18 171 171
unadjusted vanance 128.25 unadjusted variance 128.25
adjustment for ties 1032 adjustment for ties -7.15

117.93 adjusted vanance 121.10

Ho: num_mosqg(cat==AE_05) = num_mosq(cat==Control_neq) Ho: num_mosq(cat==AE_05) = num_mosq(cat==Control_pos)
z=-0.230 z= -3680
Prob > |z] = 0.8179 Prob > |z| = 0.0002

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_neqg" | cat=="AE_10"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_10"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

cat | obs rank sum | expected

AE_10 9 1185 855
Control_pos 9 52.5 85.5

combined 18 171 171
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -6.75
adjusted variance 121.50
Ho: num_mosq(cat==AE_10) = num_mosq(cat==Control_neq)

z= 2994

cat abs | rank sum expected

AE_10 9 45 85.5
Control_pos 9 126 855

combined 18 17 171
unadjusted vanance 128.25
adjustment for ties -10.32
adjusted vanance 117.93
Ho: num_mosq(cat==AE_10) = num_mosqg(cat==Control_pos)
z=-3729

Prob > |z| = 0.0028

Prob > [z = 0.0002

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_neg" | cat=="AE_15"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_15"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

cat | obs | rank sum | expected

AE_10 9 123 85.5
Control_pos 9 48 85.5

combined 18 171 171
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -5.74
adjusted variance 119.51
Ho: num_mosq(cat==AE_15) = num_mosq(cat==Control_neg)

z= 3430

cat | obs rank sum | expected

AE_10 9 54 85.5
Control_pos 9 117 855

combined 18 171 171
unadjusted vanance 128.25
adjustment for ties -10.32
adjusted vanance 117.93
Ho: num_mosq(cat==AE_15) = num_mosq(cat==Control_pos)
z=-2.901

Prob > |z| = 0.0006

Prob > |z| = 0.0037

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_neg" | cat=="AE_20"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="ML" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_20"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

cat | obs | ranksum | expected

AE_10 9 1245 855
Control_pos 9 46.5 855

combined 18 171 17
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -6.75
adjusted variance 121.50
Ho: num_mosgq(cat==AE_20) = num_mosq(cat==Control_neg)

z= 3538

cat | obs [ ranksum | expected

AE_10 9 81 855
Control_pos 9 90 855

combined 18 171 1m
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -38.91
adjusted variance 89.34
Ho: num_mosg(cat==AE_20) = num_mosg(cat==Control_pos)
z= 0476

Prob > [z|= 0.0004

Prob > |z| = 0.6340
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» Comparacion de grupos controles vs concentracion de aceite esencial para

Minthostachys mollis Griseb. (Mufia)

Ranksum num_mosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_neg" | cat=="AE_05"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_05"), by(cat)
Two-sample Wilcoxen rank-sum (Mann-Whitney) fest

cat | obs | rank sum | expected
AE_05 9 108 85.5
Control_neg 9 63 855
combined 18 171 1m
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -10.72
adjusted variance 11753
Ho: num_mosq(cat==AE_05) = num_mosq(cat==Control_neg)
z= 2.075

Prob > [z| = 0.0379

cat | obs | rank sum | expected
AE_05 9 45 855

Control_pos 9 126 855

combined 18 171 171
unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -10.32
adjusted variance 117.93
Ho: num_mosqg(cat==AE_05) = num_mosq(cat==Control_pos)

=-3729

Prob > |z| = 0.0002

Ranksum num_meosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_neg" | cat=="AE_10"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_10"), by(cat)
Two-sample Wilcoxen rank-sum (Mann-Whitney) test

cat | obs [ ranksum | expected cat [ obs [ranksum | expected
AE_10 9 120 855 AE_10 9 495 85.5

Control_neg 9 51 85.5 Control_pos 9 1215 85.5

combined 18 171 171 combined 18 171 171
unadjusted variance 128.25 unadjusted variance 128.25
adjustment for ties -5.96 adjustment for fies _’13'90

d : ) 114.35
adjusted variance 12229 Ho: num_mosg(cat==AE_10) = num_mosq(cat==Control_pos)
Ho: num_mosq(cat==AE_10) = num_mosqg(cat==Control_neq) = _mosqlez - _mosq P
2= 3120 z= -3.367

Prob > |z]= 0.0018

Prob = |z] = 0.0008

Ranksum num_mosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_neg" | cat=="AE_15"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

Ranksum num_mosq if especiel=="MM" & (cat=="Control_pos" | cat=="AE_15"), by(cat)
Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

cat | obs [ ranksum | expected cat [ obs [ ranksum expected

AE_15 9 1245 855 AE_10 9 58.5 855
Control_neg ] 465 855 Control_pos 9 1125 855
combined 18 171 171 combined 18 1m 171
unadjusted variance ~ 128.25 unadjusted variance ~ 128.25
adjustment for ties 2318 adjustment for ties .-10.32
adjusted variance | 12507 | - ____ 11733 —

- — - p— Ho: num_mosq(cat==AE_15) = num_mosq(cat==Control_pos)

Ho: num_mosq(cat==AE_15) = num_mosq(cat==Control_neg) 2= 2486

z= 3487

Prob > [z] = 0.0005

Prob = |z] = 0.0129
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