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Resumen

El presente trabajo se realizé con la finalidad de evaluar el efecto repelente in vivo— in vitro
de los aceites esenciales de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle
(molle) frente al estadio adulto de Aedes aegypti. EI proceso se llevo a cabo en el bioterio del
Hospital Regional Lambayeque donde se realizd la crianza de los diferentes estadios de Aedes
aegypti. Se desarrollaron dos ensayos por cada aceite esencial usando las concentraciones de 125;
250; 500 y 1 mg/ml y un control positivo , se seleccioné 50 hembras de Aedes aegypti por cada
ensayo, el cebo fue el humano (antebrazo y mano ), en los resultados se estableci6 que Lippia alba
(maestranza) tiene un 51,3% de efecto repelente con un tiempo de proteccion de 45 minutos,
Minthostachys mollis (mufia) tiene un 26,1% con tiempo de proteccién de 60 minutos y Schinus
molle (molle) tiene 23,8% con un tiempo de proteccion de 15 minutos, al calcular la dosis efectiva
50 (DE50) en Lippia alba dio como resultado 297,77 mg/mL, Minthostachys mollis en 830,19
mg/mL y Schinus molle en 2184,65 mg/mL.

Palabras clave: Aceite esencial, Efecto repelente, Lippia alba , Minthostachys mollis y

Schinus molle



Abstract

The present work was carried out with the purpose of evaluating the repellent effect in vivo-
in vitro of the essential oils of Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) and Schinus
molle (molle) against the adult stage of Aedes aegypti. The process was carried out in the animal
room of the Lambayeque Regional Hospital where the different stages of Aedes aegypti were
reared. Two tests were carried out for each essential oil using concentrations of 125; 250; 500 and
1000 mg/ml and a positive control, 50 females of Aedes aegypti were selected for each test, the bait
was human (forearm and hand), in the results it was confirmed that Lippia alba (maestranza) has
51,3% of repellent effect with a protection time of 45 minutes, Minthostachys mollis (mufia) has
26,1% with a protection time of 60 minutes and Schinus molle (molle) has 23,8% with a protection
time of 15 minutes, when calculating the effective dose 50 (DE50) in Lippia alba resulted in 297,77
mg/mL, in Minthostachys mollis 830,19 mg/mL and Schinus molle in 2184,65 mg/mL.

Key words: Essential oil, repellent effect, Lippia alba, Minthostachys mollis and

Schinus molle.
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INTRODUCCION

Las apariciones de enfermedades causadas por vectores se han convertido en un desafio de
salud publica grave, ya que su patron geogréfico en regiones tropicales y subtropicales ha ido en
aumento; ademas, no se dispone de recursos econdmicos Optimos para desarrollar estrategias

eficaces que puedan controlar esta actual crisis de salud.

Simmons et al. (2012) declaré que el comercio mundial contribuye a la proliferacion de
mosquitos, fomentando el traslado de vectores mediante el incremento de viajes nacionales y
extranjeros. Ademas, la aglomeracion de personas en zona urbana favorece las infecciones
maultiples por vectores infectados y las soluciones aplicadas son ineficaces para controlar una

pandemia causada por vectores en la era moderna.

El principal problema es la mitigacion de estas enfermedades, efectudndose innumerables
esfuerzos en busca de alternativas de prevencion eficaces; pero debido a la duracidn, el capital y
demas elementos que conlleva el desarrollo de soluciones, es que la OMS aconseja a las zonas en
donde se ha identificado la presencia de estos vectores, utilizar como precaucién: el uso de
mosquiteros, descartar y/o eliminar factores que faciliten la acumulacion de agua estancada, y
como mecanismo personal se destaca la utilizacion de repelentes contra insectos como una

herramienta adecuada de prevencion (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

El repelente Gold Standard es el N, N-dietil-metatoluamida (DEET), componente sintético
principal en la gran parte de los repelentes del mercado actual (Fradin & Day, 2002), y se ha
verificado con diversos estudios sus excelentes propiedades repelentes; sin embargo, se ha
encontrado un alto riesgo de polucion ambiental, devastacion de la fauna benéfica y la posterior
inestabilidad en los ecosistemas; ademas, de los efectos negativos en la salud humana,
principalmente enfermedades de la piel. (Amariles-Barrera et al., 2013).

En el Peru, un promedio de 300 especimenes vegetales, tanto nativas como exaticas, pueden
ser Utiles en el manejo de poblaciones de insectos-plaga (Warikoo et al.,2011). Es por ello, que se
ha producido un aumento gradual en las investigaciones de repelentes procedentes de otras fuentes,

como son los extractos naturales de plantas (método alternativo) (Tisgratog et al., 2016).
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En Latinoamérica entre el 41% y 70% aprovechan las plantas medicinales de diversas
maneras (Bussman y Sharon, 2006) y en el Peru viene a ser un 83,2% (Oblitas et al., 2013),
existiendo una sensacion de gran efectividad y una disminucion de los resultados secundarios en
comparacion a los farmacos (Bussmann & Sharon, 2006). Ademas, frente al actual problema de
salud publica por la reaparicion del Dengue y la Chikungunya, y la enfermedad del virus Zika en
Ameérica en los periodos de 2014 y 2015, cabe en la obligacion de incrementar la magnitud de las
intervenciones de salud que han sido evidenciadas exitosamente con el objetivo de favorecer a
personas y promover el avance de proyectos e investigaciones de manera sustentable (Quintero et
al., 2017).

Por lo expuesto se planteé como problema de investigacion ¢Los aceites esenciales de
Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle (molle) tienen efecto
repelente in vitro-in vivo frente a Aedes aegypti adultos?; Para dar respuesta al problema se
formularon el siguiente objetivo general; evaluar el efecto repelente in vitro-in vivo de los aceites
esenciales de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle (molle)
frente a Aedes aegypti adultos, y los objetivos especificos: Determinar el porcentaje de repelencia
y dosis efectiva 50 (DE50) de cada aceite esencial aplicado en cebo humano frente al estadio adulto
de Aedes aegypti; y estimar el tiempo de proteccion de cada aceite esencial aplicado en cebo

humano frente al estadio adulto de Aedes aegypti.
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DISENO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES
En el presente marco de antecedentes se mencionan algunos estudios realizados referente
al efecto repelente de los aceites esenciales de Lippia alba, Minthostachys mollis y Schinus

molle.

Los extractos etandlico y hexanico de los folios de Minthostachys mollis (Lamiaceae)
“mufia” presentan toxicidad sobre las hembras en estadio adulto de Tetranychus urticae
(Trombidiformes: Tetranychidae) un acaro llamado cominmente “arafiita roja” y larvas del
primer estadio de Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) conocido como “le6én de
afidos”, en ambos insectos se emplearon dos concentraciones 10% y 20% (p/v) para ambos

extractos expuestos en un lapso de 24 y 72h (Alegre, 2016).

Calderon (2018) afirma que el aceite esencial de Minthostachys mollis Grisebach
(Muna) presenta un efecto insecticida frente a adultos de Anopheles albimanus, el cual fue
determinado en las concentraciones de 0,5%, 1% y 1.5%, obteniendo como resultados la
méaxima actividad en la mayor concentracién; por lo cual lo clasificaron como un repelente de
nivel 111 con un 60% de repelencia. Ademas, se determind que el incremento del porcentaje de

repelencia esta vinculado de forma directa a la concentracion del aceite esencial.

Se realizaron investigaciones de los aceites esenciales de especies aromaticas que crecen
en las regiones de Argentina, incluyendo a Minthostachys mollis dentro del grupo de plantas
evaluadas, donde se demostro el efecto repelente contra Aedes aegypti. (Choochote et al.,

2005).
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Davila (2016) elabor6 una crema teniendo como componente principal el aceite esencial
de Minthostachys mollis Grisebach, en la evaluacion se obtuvo una repelencia de Grado | frente
a Aedes aegypti. La crema fue producida con una concentracion de 10 % del aceite esencial, ya

gue con las otras concentraciones no se obtuvo resultados en los porcentajes de repelencia.

Dévila (2016) concluy6 que existen 35 componentes quimicos presentes en el aceite
esencial de Minthostachys mollis Grisebach (Mufa), siendo evaluados con la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS); definiendo a pulegona
(38.02%) como componente principal, posteriormente mentona (34.29%) y D-isomentona

(6.95%), los cuales serian causantes de la repelencia.

El molle (Schinus molle) tiene un 6leo esencial rico en carvacrol, cuyo olor aleja a los
insectos y es dafiino para ellos; también se dice que la mufia (Minthostachys mollis) es notoria
por sus mecanismos insecticidas, ya que antiguamente era utilizada como proteccion de los

tubérculos frente a insectos, bacterias y hongos (Villar, 2017).

Schinus molle L. contiene metabolitos secundarios con efecto insecticida, los cuales
fueron evaluados utilizando el polvo de su fruto y el aceite esencial de las hojas frente al
gorgojo Sitophilus zeamais, en circunstancias de laboratorio. En los ensayos de toxicidad al
establecer contacto se observé una elevada mortalidad después de aplicado el aceite esencial a
una concentracion del 8,0%, donde se registré un 96,3% de los insectos muertos y con el polvo

a igual concentracion se obtuvo un 63.8% de mortalidad (Aragén et al. 2014).

Sahayaraj (2014) demostré el mecanismo de accion insecticida de los constituyentes de

los aceites esenciales (mirceno y limoneno) influyendo principalmente como blogueadores en
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la captacion de acetilcolinesterasa, cuyo efecto evita la sucesion de los impulsos nerviosos en

las larvas provocandoles un estado de shock por inmovilizacion; y ocasionando su muerte.

Salas (2016) realizé un estudio donde los constituyentes del aceite esencial de Schinus
molle encapsulados en las nanoparticulas (NP) son expuestos al medio, y las larvas de Aedes
aegypti al encontrarse en un estadio metab6licamente activo (alimentandose) ingieren NP y los
elementos del aceite esencial liberados. Una vez ingeridos por la larva, estos compuestos pasan
a traves del tracto digestivo logrando alcanzar el aparato circulatorio; finalmente llegan al
sistema nervioso del insecto originando su efecto insecticida. Una vez obtenidos los resultados
de este ensayo, se elaboro el calculo de regresion Probit; a partir de estos datos se concluyé que

la LC50 para el aceite esencial libre fue de 12.5 ppm.

Santiago et al. (2006) lograron estudiar el efecto larvicida originado por el aceite esencial
de las hojas de cinco especies de Lippia (L. alba, L. aff. Gracilis, L. gracilis, L. microphylla y
L. nodiflora), se estudiaron en larvas del tercer estadio de Aedes aegypti. Las larvas fueron
expuestas a concentraciones seriadas de 500 a 12.5 ug/ml; los datos indicaron que el éleo de L.
gracilis tiene una mayor actividad larvicida con un LC50 de 26.3 pg/mL; probando la
efectividad como agentes larvicidas naturales potentes de estos aceites esenciales y
colocandolos como un método alternativo a los pesticidas, colaborando en la reduccién de los
efectos tdxicos originados al medio ambiente. Estos resultados sugieren que dichos aceites
procedentes de las hojas de L. alba (quimiotipo Il y quimiotipo Ill), L. aff. Gracilis, L. gracilis
y L. microphylla son agentes larvicidas naturales prometedores contra Aedes aegypti y
demuestran que su uso en el control de insectos es un método alternativo que reduce los efectos

toxicos de algunos pesticidas compuestos en el medio ambiente.
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Aldanay Cruz (2017) realizaron el estudio de cinco aceites esenciales adquiridos de tres
quimiotipos de Lippia graveolens Kunth. (timol, carvacrol y mixto) y dos de Lippia
alba (Mill.) NE Br. ex Britton & Amp; P. Wilson (citral y carvona), fueron evaluados como una
opcidn a los pesticidas quimicos para reducir el impacto ambiental, a fin de controlar las larvas
de insectos. Los bioensayos se desarrollaron aleatoriamente en cada uno de los estadios;
aplicando las siguientes concentraciones: 0.4, 0.2, 0.1 y 0. 05 mg / ml y realizando cuatro
repeticiones con cada uno de los aceites. El indice de mortalidad se registr6 después de 24 horas
de realizada la exposicién y se obtuvo la concentracion letal media (CL50). Se concluyé que en
todos los estadios, el aceite obtenido del quimiotipo de timol de L. graveolens presentd la CL50
mas baja con la tasa de mortalidad mas alta: primer instar, 0.056 mg / mL IC 95% ([0.046,
0.064]); segundo instar, 0.068 mg / mL IC 95% [0.062, 0.077]; tercer instar, 0.088 mg / mL IC

95% [0.080, a0.096]; cuarto instar, 0.092 mg / mL IC 95% [0.084, 0.100].

Quispe (2016) sefiala que los principales compuestos activos de Lippia alba son: 4-
sulfatos, flavonoides, saponinas, taninos, resinas, geniposidos, mucilagos, triterpenicos,
esteroles y alcaloides. Po otro lado, teniendo como principales aceites esenciales: monoterpenos
(geranial. Borneol, myrcene, camphor, 2,8-cineole, neral, linalool, sabinene) y sesquiterpenos

(B-elemen, B.caryophyllene, a-muurolene y cadinene).
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2.2. BASES TEORICAS

Aedes aegypti
Es un insecto de cuerpo pequefio (5-10 mm), holometabolo (metamorfosis completa)

que se localiza habitualmente coexistiendo con el ser humano en forma individual. (Balta, 1997)

El Aedes aegypti pertenece a la familia Culicidae, los cuales se distribuyen en las
regiones tropicales y subtropicales en forma permanente entre los 35° de latitud norte y 35° de
latitud sur a una temperatura promedio de 10°C (Ministerio de Salud, 2000). Pertenece al
subgénero Stegomia, probablemente originada en Africa, y se desarrolla en envases que
contengan residuales de agua, de los cuales las hembras utilizan las paredes como soporte para

la ovoposicidn, depositando los huevos sobrepasando el ras del agua.

Adulto

El mosquito adulto emerge del interior de la pupa, al salir se coloca sobre superficies
estables del recipiente durante largas horas con el fin de fortalecer su exoesqueleto, y en el caso
de los adultos machos realizan una rotacion de 180° en la parte del abdomen terminal. Al
transcurrir un tiempo de 24 horas de estar en fase adulta, se produce la reproduccion,
mayormente sucede cuando estan en vuelo; donde la hembra adulta seduce al macho con el
sonido del movimiento de las alas (Balta, 1997). La hembra tiene comportamiento hematofagico
(consumo de sangre humana o animales) de alimentacion diurna (Salvatella, 1996), esto es
porque requieren de un conjunto de aminoacidos presentes en los globulos rojos y plasma, los
cuales son necesarios para producir proteinas componentes del vitelo en la etapa de elaboracién

de huevos (Hurd, 2003).

17



Infestan cualquier tipo de envases que se encuentren en zonas pobladas por humanos,
generalmente se encuentran a una distancia mayor a 100 metros de las casas, aungue en algunas
oportunidades se le ha reconocido como un mosquito urbano por relacionarse estrechamente

con el hombre (Cabezas, Fiestas, Garcia-Mendoza, Palomino, Mamani, & Donaires, 2015).

La “Maestranza” Lippia alba

Distribucién

Lippia pertenece a la familia Verbenaceae y se estiman aproximadamente 200 especies
ampliamente repartidas en las zonas tropicales, subtropicales y climas templados del continente
americano, asiatico y africano. Los aceites esenciales estan presentes principalmente en las
células de la epidermis, mas especificamente en las glandulas secretoras especializadas

conocidas como tricomas glandulares (Linde et al., 2016).

Descripcion

Lippia alba, es una planta aromatica muy ramificada, llegando a medir 1 a 2 m de alto,
presenta un tallo castafio claro con ramas pubescentes largas, rectas o decumbentes, flexibles o
quebradizas. Las viejas glabras, presentan hojas enteras opuestas de forma redonda o eliptica,
penninervadas, con borde aserrado y ligeramente asperas en su superficie, de color verde cenizo
de 6 cm de largo y 2,5 cm de ancho. Sus inflorescencias son axiales de tipo capitulo, con
pedinculo y bractea. Las flores son hermafroditas, tienen pétalos de color lila y ligeramente
blanco con fondo amarillo, estan ubicadas en el contorno de la inflorescencia (Pezo & Gonzales,

1998).
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Las préacticas tradicionales mas importantes reconocidas para esta especie estan
vinculadas con enfermedades del sistema gastrointestinal, respiratorio, cardiovascular y en
trastornos del suefio y ansiedad. Algunos estudios han evaluado los efectos de esta especie frente
a los virus, hongos, protozoarios; asi como también sus propiedades analgésicas, sedantes,

antiinflamatorias y antioxidantes de extractos obtenidos de L. alba (Henao et al., 2011).

La “Muiia” Minthostachys mollis

Distribucion

Es una planta de mayor crecimiento en climas templados y soleados de América del Sur
(Colombia, Brasil, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Argentina y Peru), desarrollada ampliamente
a mas de 3500 msnm. La mayor parte de su distribucion comprende los departamentos de Puno
(meseta del Collao, Sicuani), Cusco (valle de Paucartambo, Pillahuata), Ayacucho, Apurimac,

Huénuco, La Libertad (Otuzco) y Lima.

Descripcion

Es un arbusto erguido, aromatico y pubescente que presenta hojas espatuladas perennes,
de borde entero, muy pequefias, inmoviles, verticiladas y opuestas. Exhibe folios florales
blancos tetrameros, axilares, bilabiados; de caliz garnosépalo; corola gamopétala; gineceo con
ovario de ubicacion supera ubicado en el dpice y con estigma simple. Desarrolla sus flores en

primavera y verano (Bandoni, 2002).

Aproximadamente existen 12 especies, cuya distribucion es desde Argentina hasta
Venezuela y podemos verificar que en el Pert hay 6 especies que han florecido desde el norte

(Cajamarca) hasta el sur (Cusco), las cuales son: Minthostachys mollis, Minthostachys setosa,
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Minthostachys  spicata, = Minthostachys  glabrensces, = Minthostachys  tomentosa

grisebMinthostachys salicifolia, y (Quispe J. , 2015).

El “Molle” Schinus molle

Distribucion

El “molle” (Schinus molle L.; Anacardiaceae) es una planta nativa de la region andina
de Sudamérica, especificamente Perud, aunque se difunde a Bolivia, Chile y Ecuador. Se
desarrolla en suelos aridos y compuestos de sales, y es muy resistente a elevadas temperaturas
y falta de agua. Crece hasta llegar a 25 m de altura, desarrollan una copa compacta y su tronco
llega a tener un diametro de 1,5 m muy dividido en la parte alta. Posee hojas aromaticas
compuestas, perennes, intercaladas y su fruto es una drupa rojiza brillante de forma globosa con
un didmetro de 4 a 6 mm (Rodriguez et al., 2005).

Descripcion

Tiene mas de 70 000 denominaciones usadas comdnmente para nombrar a esta especie
(Chirino et al., 2001). En el continente americano podemos describir algunos como: “molle”,
“aguaribay”, “cullash”, “huifian”, “mulli”, “aroeira”, “balsamo sanalotodo” (regiones de
Colombia); “falsa pimienta” (regiones costeras de Pert); “pirwi”, “arbol del Pera”, “pira”,
(México); “balsamo”, “aguaribay”, “terebinto” (regiones de Argentina); “pippertree” (Estados
Unidos); “aroeira vermelha”, “anacahuita”, (algunas zonas de Brasil). De todos ellos los mas
difundidos son "aguaribay" y "molle" (Palacios, 1993; Chirino et al., 2001; Viturro, et al., 2010).

Héabitat

Prolifera naturalmente en los extremos de los caminos, en lugares con inicios de
vegetacion, pedregales y cerros, zonas agricolas y montafiosas (20-40%). Tiende a progresar en

climas subtropicales, calidos, semiaridos y también templados (seco y hiumedo). No requiere
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condiciones de suelo exigentes, pero se incrementa mayormente en suelos de arena, resiste

texturas pesadas como suelos muy compactados y llenos de piedras. Esta apta para crecer en

lugares ecoldgicos aridos y semiaridos (Sistema Nacional de Informacion Forestal de México,

2010).

El Schinus molle es un vegetal con una alta capacidad de adaptacién, sobrevivencia y
con alimentacion competitiva, ya que absorbe nutrientes, luz y agua de manera eficaz. Tiene un
veloz crecimiento en sus primeros afios, llegando a medir 3 m de altura anualmente; pudiendo
existir aproximadamente. Su disgregacion foliar es tardia y bastante lenta en tronco y frutos, es
buena materia prima para abono verde (mantillo). Se caracteriza por mostrar alelopatia,

minimizando el crecimiento y/o desarrollo de plantas en el mismo hébitat (Sistema Nacional de

Informacion Forestal de México, 2010).

2.3. Definicién y Operacionalizaciéon de Variables

Tabla 1

Variables evaluadas en el ensayo.

VARIABLES DEFINICION VLIFIZIC,)AgEE INDICADORES UNIDAD DE MEDIDA
Aceite Aceites vegetales extraido » ) )
Esencial de de plantas de localizacién e Concentracion e Dosis Efectiva 50
Lippiaalba, en el norte del Perd con Cuantitativo Tiempo  de  (mg/ml)
Minthostachys estudios existentes que y ) _
mollisy ~ prueban su  capacidad Proteccion  Minutos (min.)

Schinus molle

repelente.

Repelencia de
la hembra
adulto de

Aedes aegypti

Mosquito vector de
enfermedades arbovirales
que se localiza en areas
tropicales y subtropicales.

Cuantitativo

Porcentaje de

Repelencia

Porcentaje (%)
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DISENO METODOLOGICO
3.1 Tipo de Investigacion

El presente estudio es de tipo experimental.

3.2 Disefio de Contrastacion de Hipdtesis
Disefio de estimulo creciente, controlado y aleatorizado en animales de laboratorio y

cebo humano (WHO, 2005).

3.3 Poblacién y Muestra

Poblacion: Aedes aegypti del departamento de Lambayeque.

Muestra: Colonia de mosquitos Aedes aegypti que se obtuvieron de la recoleccion de huevos

en campo, en el departamento de Lambayeque.

3.4.Material y Métodos

Lugar de Muestreo
Especies vegetales
El acopio de las plantas de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia)
y Schinus molle (molle) duré aproximadamente 7 dias cada planta y se recolecto la
cantidad aproximada de 4 a 6 kilogramos de material vegetal, obtenidos en el mercado

principal de Chiclayo.
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Variables de Experimentacién

Mosquitos

Los especimenes de Aedes aegypti se obtuvieron de la recoleccion de huevos, larvas,
pupas y adultos que fueron capturados en zonas de alta incidencia poblacional del distrito de
Olmos, departamento de Lambayeque e identificados por el equipo de Brigadistas de Campo
conformados por profesionales de la Direccién Ejecutiva de Salud Ambiental y servidores del
Centro de Salud de la zona , los cuales cumplen funciones de prevencion y control en dicho

lugar.

Acondicionamiento, mantenimiento y reproduccion de A. aegypti
Esta crianza se realizo en el ambiente del Bioterio del Hospital Regional Lambayeque —

Chiclayo.

Huevo: Se hirvié medio litro de agua y se vertieron en recipientes descartables, cuando
el agua estuvo temperada separamos los huevos por dia de nacimiento en diferentes
recipientes y fueron llevados a una camara de tecnopor acondicionada para el desarrollo de

los huevos de A.aegypti. (Quispe et al., 2015).

Estadio Larvario: Emergida las larvas se llevaron a una fuente pequefia de vidrio
(dividido en dos) conteniendo agua, y se afiadid 0.05 mg de alimento para felinos en cada una
por cada previamente triturada y tamizada. Diariamente se verifico la aparicion de cuticulas
en los recipientes que fueron retiradas con pipeta de transferencia. Para prevenir la formacion

de mohos, diariamente cambiamos el agua (Quispe et al., 2015).
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Estadio pupario: Se observo la presencia de pupas en las fuentes de vidrio, se trasladaron
hacia un recipiente acondicionado con agua limpia y se puso luego en la cdmara de tecnopor

para el nacimiento de adultos (Quispe et al., 2015).

Adulto: Al nacer los adultos, se pudo realizar la diferenciacién sexual, basandonos en
las caracteristicas de las antenas. Con ayuda del tubo capturador se trasladaron en parejas a los
adultos hacia un armazon de metal con paredes recubiertas de tul; donde introducimos un
recipiente con papel de filtracion previamente humedecido en agua para ayudar a la ovoposicion.
Se coloc6 también una placa de Petri conteniendo algodones embebidos en solucién azucarada
(azucar: 5g, agua: 100 ml), para la alimentacion de los adultos. Se intercambiaron los algodones
después de dos dias para prevenir la aparicion de mohos y después de 6 dias se comenz6 con la

alimentacion hematdfaga de las hembras con cebo humano (Quispe et al., 2015).

Separacion de las Hembras Adultos de Aedes aegypti

Las hembras adultas se apartaron de los machos utilizando una “manguera de
transporte”, este instrumento se elabord caseramente con una manguera plésticas de didmetro
apropiado para que los mosquitos encajen adecuadamente a presion y no se lesionen durante el
proceso. La manguera tiene un embudo cdnico pequefio en la entrada posterior y una malla para
evitar el atrapamiento de los insectos al succionar; luego se les traspasé a las jaulas de metal,

las hembras se distinguieron por la presencia de “plumas” en las antenas (Kimutai et al., 2017).

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y

Schinus molle (molle) fueron extraidos mediante la técnica por arrastre de vapor y posterior
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decantacion, procesos que se llevaron a cabo en la Facultad de Ingenieria Quimica e Industrias
Alimentarias (FIQUIA) de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo de Lambayeque, bajo el

liderazgo de la Ing. Doyle Isabel Benel Fernandez.

Cebo Humano
Los sujetos de experimentacion que se utilizaron como cebo humano en el ensayo fueron

los participantes de la tesis.

Bioensayo de Laboratorio

Elaboracion de las Concentraciones de los Aceites Esenciales

Se elaboraron las concentraciones seriadas de 125; 250; 500 y 1 mg/ml de cada aceite
esencial y se colocaron en microviales; a 4 de ellos se les agreg6 0,5 ml de aceite de oliva y en
el quinto microvial se agregd 1 ml del aceite esencial (cc. pura). Del primer microvial (1) se
retiraron 0,5 ml del aceite esencial, se vertio al siguiente que contenga aceite de oliva 'y se mezclo
(500); asimismao se sacaron 0,5 ml de ésta dilucion, se coloco en el siguiente microvial con aceite
de oliva y se homogenizo6 (250); luego se restd 0,5 ml de ésta dilucion, se paso al siguiente
microvial con aceite de oliva y se mezcld (125) obteniendo 1 ml de dilucién y quedando en el

altimo microvial solo 0,5 ml de aceite de oliva (control “negativo™) (Kimutai et al., 2017).

Preparacion de la Zona de Exposicion

La preparacion del area a ser expuesta se realizd lavando la mano y la parte interior del
antebrazo de los colaboradores con jabon neutron, se enjuag6 con agua potable y posteriormente
se realizd el secado con papel para prevenir posibles contaminacidén que condicione el efecto

repelente (Aragon, 2017).

25



Procedimiento para la Estimacion de la Repelencia

1.

6.

El disefio experimental fue una adaptacion del esquema de evaluacion de pesticidas
descrito por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2005).

Se realizaron dos ensayos independientes para cada planta, se vertieron 0,2 ml de
aceite esencial directamente en palmas y antebrazo, con las siguientes
concentraciones: 125; 250; 500 y 1 mg/ml del aceite esencial y también con el
control positivo.

Se le aplicé a cada colaborador una dilucién del aceite esencial y a otro colaborador
se le aplico el control positivo. Los experimentos se produjeron en condiciones de
laboratorio; dentro de armazones de metal con paredes de vidrio acondicionado con
agujeros para realizar el experimento.

Se unieron con cinta los extremos abiertos de dos armazones, en los lados externos
se cred un agujero a cada lado, en los cuales se formaron taneles con tela tul por
donde ingres6 el cebo humano. Antes de juntar los armazones, se monté una
division transparente desmontable con orificios (20 mm de didmetro) ubicada entre
las armazones.

Se seleccionaron 50 mosquitos hembras con méas de 4 horas de ayunoy de 5a 7

dias de emergidos.

Las hembras se desplazaron de un extremo a otro por los orificios de la division
ubicada en el medio para poder aterrizar en el cebo humano y alimentarse (Kimutai

etal., 2017).

Las pruebas de repelencia se llevaron a cabo fueron llevados a cabo en diferentes jaulas,

segun lo descrito por Kasili et al. (2010). En el lado de la seccion mas corta del tanel, se
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ubico al sujeto de experimentacién para que coloque su mano como cebo humano. El
porcentaje medio de repelencia para cada concentracion se calculard basandose en los
datos de las dos repeticiones en los momentos de observacion dados. El porcentaje de
repelencia para los aceites de prueba y DEET se calcularan utilizando la férmula:

Repelencia (%) = (N — R) / N x 100.

Procedimiento para la Estimacion del Tiempo de Proteccion

1. Se aplico la técnica modificada de Twocage (Pérez-Pacheco et al., 2004).

2. Tras liberar a los mosquitos en el tunel, su capacidad de picadura se control6 entre las
8:00 y las 11:00 h en intervalos de 30 min.

3. Las evaluaciones duraron 3 minutos con descansos cada 30 minutos y se registro el
numero total de mosquitos que aterrizaron en las zonas aplicadas y de control.

4. Las observaciones prosiguieron hasta que ocurran dos aterrizajes sucesivos con una
picadura confirmatoria (segunda picadura sucesiva) luego del periodo de exposicion.
El intervalo transcurrido entre el uso del aceite de prueba y la segunda picadura
sucesiva se registro como el tiempo de proteccion.

TABLA 2

Disefio Experimental: Dos repeticiones por Grupo Experimental.

F2: Cepa de
Grupos F1: Concentracion A. aegypti Respuesta
Experimental 125 mg/ ml;
250 mg / ml Nativa Porcentaje de repelencia
500 mg/ ml
1000 mg/ mi Lambayeque  Tiempo de Proteccion
Control e
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RESULTADOS

Al evaluar el efecto repelente in vitro-in vivo de los aceites esenciales utilizados en esta
investigacion se determind que Lippia alba (maestranza) obtuvo un efecto repelente del 51.3%,
Minthostachys mollis (mufia) alcanzo6 un efecto repelente del 26.1% y Schinus molle (molle)

presenté un efecto repelente de 23.8%

En la Tabla 3 se muestra el porcentaje promedio de repelencia in vitro-in vivo de los
aceites esenciales de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle
(molle) frente a Aedes aegypti adultos, se ejecutaron dos repeticiones por cada aceite esencial y
se seleccionaron 50 mosquitos que fueron empleados en cada dosis de concentracion.

Para el aceite esencial de Lippia alba el porcentaje de efecto repelente resultante para la
concentracion de 1000 mg/ml que de 62,9%; de 500 mg/ml fue de 53,3 %; de 250 mg/ml fue de
44,3% y por ultimo la concentracion de 125 mg/ml fue de 44,5 %, obteniendo un promedio
porcentual de efecto repelente del 51.3 %.

En cambio para el aceite esencial de Minthostachys mollis el porcentaje de efecto
repelente en la concentracion de 1000 mg/ml fue de 52,1%; de 500 mg/ml fue de 29,6 %; de
250 mg/ml fue de 21% y finalmente en la solucion de 125 mg/ml no se logré conseguir un
porcentaje de efecto repelente siendo este 0; alcanzando un promedio porcentual de efecto

repelente del 26,1 %.

Mientras que para el aceite esencial de Schinus molle el porcentaje de efecto repelente

para la concentracion de 1000 mg/ml fue de 33,7%; de 500 mg/ml fue de 32,4 %; de 250 mg/ml
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fue de 27,2% y en la concentracion méas baja de 125 mg/ml fue de 11,2 %, obteniendo un

promedio porcentual de efecto repelente del 23,8 %.

Tabla 3

Porcentaje de repelencia (%) de los aceites esenciales segun su concentracion.

_ ) Concentracion (mg/ml)
Tipo de Aceite

125 250 500 1000
Minthostachys mollis 0 21,0 29,6 52,1
Schinus molle 11,2 27,2 32,4 33,7
Lippia alba 44,5 44,5 53,3 62,9
Control (DEET 10%) 95,3

En la Tabla 4 se presenta el calculo de la dosis efectiva 50 por el método Probit, donde

podemos determiner la probabilidad (0,500) de la dosis efectiva 50 de cada uno de los aceites

esenciales trabajados, donde Lippia alba logré una estimacion de 297,77mg/ml, Minthostachys

mollis presentd una estimacion de 830,19 mg/ml con y Schinus molle obtuvo una estimacién de

2184,65 mg/ml.
Tabla 4

Dosis efectiva 50 (DE50) de Lippia alba, Minthostachys mollis y Schinus molle

] ] Probabilidad DOSIS
Aceites esenciales
PROBIT EFECTIVA
50 (mg/ml)
Lippia alba ,500 297,77
Minthostachys mollis ,500 830,19
Schinus molle ,500 2184,65
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En la Tabla 5 se muestran los promedios del tiempo de proteccidn de cada aceite esencial
frente a A. aegypti adultos utilizando concentraciones de 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, y
1000 mg/ml; donde se observé que el porcentaje de repelencia de cada aceite se increment6
cuando la concentracién fue incrementada. Los mayores tiempos de proteccion obtenidos para
cada aceite fueron: M. mollis (60 minutos), Lippia alba (45 minutos) y S. molle (15 minutos).

Ningun aceite igual6 al tiempo proteccién mostrado por el DEET 10% (172,5 minutos).

Tabla s

Promedio del tiempo de proteccidn (minutos) de los aceites esenciales segun concentracion.

) _ Concentracién (mg/ml)
Tipo de aceite

125 250 500 1000
Minthostachys mollis 0 15 30 60
Schinus molle 15 15 15 15
Lippia alba 30 30 30 45
Control (DEET 10%) 172.5
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En la tabla 6 se muestra el analisis de varianza de las medias del efecto repelente de los

aceites esenciales de Lippia alba, Minthostachys mollis y Schinus molle frente al estadio adulto

de A. aegypti, resultando ser significativos (p<001).

Tabla 6

Comparaciones multiples de las medias del efecto repelente de los aceites esenciales frente al

estadio adulto de Aedes aegypti.

_ Valor de )
) _ N Medias DE Comparacion**
Tipo de aceite p*
Minthostachys mollis 8 25.7 2.6 A
Schinus molle 8 26.1 2.6 A
o <0,001
Lipia alba 8 51.3 2.6 B
Control (DEET 10%) 8 95.3 2.6 C

*Valor de p de ANOVA de dos vias.

** Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (test de Tukey,

alfa=0,05).

DE=Desviacion estandar, DEET: N,N-Dietil-meta-toluamida

31



En la tabla 7 se muestra el analisis de varianza de las medias del efecto repelente de

los aceites esenciales de Lippia alba , Minthostachys mollis y Schinus molle segin sus

concentraciones frente al estadio adulto de A. aegypti determinando ser significativo para

las concentraciones 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500mg/ml, y 1000 mg/ml aplicadas (p<001) .

Tabla 7

Comparaciones multiples de las medias del efecto repelente de los aceites esenciales, segun

concentraciones frente a la etapa adulta de Aedes aegypti.

Concentracion de _ Valor de _
) N Medias DE Comparacion**
aceite p*
125 6 18.6 2.9
250 6 30.9 2.9 B
500 6 38.5 2.9 <0,001 BC
1000 6 49.6 2.9 C
Control (DEET 10%) 8 95.6 2.6 D

*Valor de p de Kruskall Wallis.

** Medianas con una letra comun no son significativamente diferentes (test de Dunn,

alfa=0,05).

DEET: N,N-Dietil-meta-toluamida
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En la tabla 8 se presenta el andlisis de varianza no paramétrica por Kruskal Wallis
demostrando que el tiempo de proteccion de los aceites esenciales frente a adultos de A. aegypti
fueron diferentes para los aceites esenciales trabajados (p<001. Las comparaciones maltiples de
los tiempos de proteccion mediante el test de Dunn segun los aceites esenciales utilizados no

son significativamente diferentes.

Tabla 8

Comparaciones multiples de las medias del tiempo de proteccion de los aceites

esenciales frente a la etapa de Aedes aegypti.

) Valor )
) _ N Media Rangos Comparacion**
Tipo de aceite de p*
Minthostachys mollis 8 15 9.3 A
Schinus molle 8 30 12.7 A
Lipia alba 8 30 15.6 <0,001 A
Control (DEET 10%) 8 180 28.5 B

*Valor de p de Kruskall Wallis.
** Medianas con una letra comun no son significativamente diferentes (test de Dunn,
alfa=0,05).

DEET: N,N-Dietil-meta-toluamida
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En la tabla 9 se presenta el analisis de varianza no paramétrica por Kruskal Wallis demostrando
que el tiempo de proteccion de los aceites esenciales frente al estadio adulto de A. aegypti
lograron ser diferentes para las concentraciones utilizadas (p<001) . Las comparaciones
multiples de los tiempos de proteccién mediante el test de Dunn segun las concentraciones se

muestra que no son significativamente diferentes

Tabla 9
Comparaciones multiples de medias del tiempo de proteccion de los aceites esenciales,

segun concentraciones frente al estadio adulto de Aedes aegypti.

Concentracion de

aceite N Media Rangos Valor de p* Comparacion**
125 6 15 9.3 A
250 6 30 11.0 A
500 6 30 12.8 <0,001 A
1000 6 45 17.0 A
Control (DEET 10%) 8 180 28.5 B

*Valor de p de Kruskall Wallis.

** Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (test de Dunn, alfa=0,05).

DEET: N,N-Dietil-meta-toluamida
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DISCUSION

En la presente investigacion, los aceites esenciales de Lippia alba (mastrante),
Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle (molle) aplicados en cebo humano mostraron tener

efecto repelente en grado variable frente a Aedes aegypti adultos.

Se logré determinar que el aceite esencial de Lippia alba (mastrante), tuvo mayor efecto
repelente in vivo frente a la etapa adulta de Aedes con un intervalo de proteccion de 45 minutos
y con un promedio porcentual repelente de 51,3 %; estos resultados concuerdan con lo reportado
por Santiago et al. (2006), que indican que Lippia alba tiene efecto insecticida frente a Aedes
aegypti, y sugieren principalmente el uso de estos aceites esenciales como agentes larvicidas
naturales.

Otros autores como Quispe (2016) encuentran que Lippia alba tiene como principales
compuestos activos: 4-sulfatos, flavonoides, saponinas, taninos, resinas, geniposidos,
mucilagos, triterpenicos, esteroles y alcaloides. Ademads, presenta monoterpenos (geranial.
Borneol, myrcene, camphor, 2,8-cineole, neral, linalool, sabinene) y sesquiterpenos (B-elemen,

B.caryophyllene, a-muurolene y cadinene).

Para la especie de Minthostachys mollis se logré determinar in vivo una repelencia
efectiva del 23,8 % frente al adulto de Aedes aegypti con un intervalo de proteccion de 60
minutos; estos resultados concuerdan con los estudios de plantas aromaticas de Choochote et
al. (2005) que alude que Minthostachys mollis presenta una efectividad en la repelencia contra
Aedes aegypti. Estos resultados son confirmados por las afirmaciones de Davila (2016) que

recomienda la crema elaborada con una concentracion del 10% del aceite esencial de
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Minthostachys mollis Grisebach con un nivel de repelencia de primer grado frente a Aedes
aegypti.

Con respecto al aceite esencial de Schinus molle no demuestra repelencia significativa
in vivo frente a Aedes aegypti , teniendo como intervalo de proteccion de 15 minutos y un
promedio porcentual de repelencia de 28.8 %. Los estudios de Sahayaraj (2014) demuestran el
poder insecticida de los constituyentes mirceno y limoneno del aceite que actdan blogueando la
absorcion de acetilcolinesterasa en las larvas de Aedes aegypti, inmovilizandolas,

produciéndoles un shock nervioso y generando su muerte.

A partir de los porcentajes de repelencia se logro determinar la dosis efectiva 50, donde
se observa que Lippia alba tiene 297,77 mg/mL, Minthostachys mollis 830,19 mg/mL y Schinus

molle 2184,65 mg/mL. Analisis que se realizo con un nivel de confianza del 95% .
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CONCLUSIONES

Lippia alba (maestranza), present6 un efecto repelente medio frente a Aedes aegypti adultos,
Minthostachys mollis y Schinus molle no mostraron efecto repelente significativo frente a
Aedes aegypti adultos

El aceite esencial de Lippia alba, tuvo efecto repelente de 51,3 % con una (DE50) de

297,77 mg/ml, Minthostachys mollis, tuvo efecto repelente de 26,1. % con una

(DE50) de 830,19 mg/ml y Schinus molle, tuvo efecto repelente  de 23,8 % con una (DE50)
de 2184,65 mg/ml.

El aceite esencial de Lippia alba, proporciono un tiempo de proteccion de 45 minutos,
Minthostachys mollis, proporciond un tiempo de proteccion de 60 minutos y Schinus molle,
proporciond un tiempo de proteccion de 15 minutos.

Al comparar el efecto de repelencia de los aceites esenciales de Lippia alba, Minthostachys
mollis y Schinus molle con el control positivo (DEET 10%) ninguno de los aceites esenciales

puede considerarse como repelente natural altamente efectivo para evitar la picadura de Aedes

aegypti.



RECOMENDACIONES

Promover proyectos de investigacion para evaluar in vivo el efecto insecticida de Lippia
alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle (molle), mediante el
intervalo de proteccion y concentracion utilizada de los aceites provenientes de estas

plantas frente a otras especies que actlen como vectores transmisores de enfermedades.

Realizar evaluaciones del efecto repelente in vivo de extractos de hojas, flores y semillas
de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus molle (molle), frente

a Aedes aegypti y otras especies de vectores.

Ejecutar ensayos de pruebas de toxicidad in vivo en condiciones de laboratorio de los
aceites esenciales de Lippia alba (maestranza), Minthostachys mollis (mufia) y Schinus

molle (molle)
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ANEXOS

Figura 1: Alimentacion de larvas de Aedes aegypti en recipientes de vidrio.

Figura 2: Alimentacion de hembras de Aedes aegypti con cebo humano.




Figura 3: Camara de crianza de tecnopor para huevos, larvas y pupas de Aedes aegypti




Figura 5: Camara de ensayo para efecto repelente frente Aedes aegypti.




Figura 7: Traslado de los mosquitos hembras adultos a la cAmara de ensayo.
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