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RESUMEN

Lantana camara L. también conocida como hierba de la maestranzas o flor
de los siete colores, es una planta herbacea que crece en diversas partes del
mundo, en el Peru crece en todas las regiones pudiendo ser encontrada
hasta 1500 m.s.n.m., sus hojas han sido utilizadas como carminativo,
antiespasmadico, estimulante ténico, febrifugo y contra resfriados.

El aceite esencial, ademas de ser utilizado en perfumeria, ha demostrado
actividad ovicida, y repelente contra especies como Sitophilus zeamais,
considerada una plaga del maiz, Phthorimaea opercuella Z. “polilla de la
papa”. También se encuentran estudios de la actividad ovicida, y adulticida
en mosquitos como Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Anopheles
culicifacies, Anopheles Fluviatilis y Anopheles Stephensi

El estudio tiene como propdsito obtener la composicidon quimica del aceite
esencial de Lantana camara L. y evaluar la actividad repelente contra
insectos que afecten o causen lesiones dérmicas que sensibilicen e irriten
tejidos humanos, e insectos que pueden actuar como vectores de otras
enfermedades.

Por destilacién con arrastre de vapor se obtuvo el aceite esencial de las hojas
de Lantana camara L. recolectadas en el Jardin Botanico de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, en los meses de enero y febrero. Y se determind sus
principales componentes mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de masas, obteniéndose como principales componentes el -
cariofileno, a-cariofileno, oxido de cariofileno, a-Pineno, D-Limoneno, y dcido
linoleico. La actividad repelente del aceite esencial se comprobd en
mosquitos Aedes aegypti criados en el laboratorio de la Facultad de Biologia
de la UNMSM.

Palabras claves: Lantana camara L., Aedes aegypti, actividad repelente.



SUMMARY

Lantana camara L. also known as herb workshops or flower of seven colors, is
an herbaceous plant that grows in many parts of the world, in Peru grows in all
regions and may be found up to 1500 m, its leaves have been used as
carmitivo, antiespasmodic, stimulating tonic, febrifuge and against colds.

The essential oil, besides being used in perfumery, has shown ovicidal activity
and repellent species as Sitophilus zeamais, considered a pest of maize,
Phthorimaea opercuella Z. "potato’s moth". There are also studies the ovicidal
activity and mosquito adulticide in Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus,
Anopheles culicifacies, Anopheles Fluviatilis and Anopheles stephensi.

The study aims to obtain the chemical composition of essential oil of Lantana
camara L. and evaluate insect repellent activity affecting or causing skin
lesions that sensitize and irritate human tissues, insects that can act as vectors
of other diseases.

The essential oil of Lantana camara L. was collected by hydrodistillation from
the leaves, which was collected in the Botanical Garden of the Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, in the months of January and February. Their
main components were determined by Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry give the main components: B-caryophyllene, a-caryophyllene,
caryophylene oxide, a-pinene, D-limonene, and linoleic acid. Repellent activity
was verified in mosquitoes Aedes aegyptis reared in the laboratory of the
Faculty of Biology UNMSM

Key words: Lantana camara L., Aedes aeqgytis, repellent activity.



1 INTRODUCCION

Desde mucho tiempo atras las plantas han sido usadas como una fuente de farmacos
y en menor escala de insecticidas, los principios activos responsables de su actividad
son moléculas originadas del metabolismo secundario de las planta, que
desempeiian importantes funciones en la relacién del vegetal con el ambiente, asi
como funciones de proteccién, contra los daifos causados por microorganismos, o de
repeler insectos predadores, o de atraer polinizadores.

En este contexto, no es sorprendente encontrar que un gran numero de especies de
plantas tienen un uso popular como un insecticida y repelente de mosquitos. El uso
tradicional no garantiza que una especie en particular sea realmente eficaz y seguro,
pero el conocimiento etnobotdnico es sin duda un gran punto de partida para la
proyeccién de la actividad insecticida y/o repelente.

La identificacion de los productos naturales ha recibido la atencion de los
investigadores de todo el mundo, pero parece ser particularmente importante - en
Salud Publica - para los paises en desarrollo. ¢Cuantas enfermedades transmitidas
por insectos (por ejemplo, malaria, dengue, fiebre amarilla, leishmaniasis,
enfermedad de Chagas, etc) son endémicas en los paises del Tercer Mundo? La
busqueda de insecticidas y repelentes de origen botanico ha sido impulsado por la
necesidad de descubrir nuevos productos son eficaces, seguros y mas baratos que los
actuales.

La busqueda del repelente de insectos ideal continla. Un repelente ideal se
considera como aquel que sea capaz de repeler diversas especies de insectos, tenga
un periodo de efectividad mayor a 8 horas, no cause irritacién en la piel o mucosas, y
gue no sea graso ni de olor desagradable.

Las propiedades repelentes e insecticidas de varias especies vegetales han sido
estudiadas en los ultimos afios, incluyendo las especies del género Lantana,
habiéndose demostrado su actividad adulticida y larvicida de sus extractos contra
vectores como Anopheles culicifacies, Aedes aegytis, Culex quintifasciatus, entre

otros!10121415). y la actividad repelente del aceite esencial contra insectos que afectan

a ciertas plantas o cultivos, como la “Polilla de la papa” o Sitophilus zeamais, ™ que
afecta al maiz. Sin embargo poco se ha investigado sobre la actividad repelente

contra vectores.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Identificar los principales componentes del aceite esencial de Lantana
camara L., formular y elaborar una forma farmacéutica repelente de
insectos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de
Lantana camara L.

e Determinar la capacidad repelente de mosquitos del aceite esencial
de Lantana camara L. frente a Aedes aegypti.

e Desarrollar una locién repelente de mosquitos en base al aceite
esencial de Lantana camara L. como una alternativa.

1.2 JUSTIFICACION

La determinacidon quimica del aceite esencial de Lantana camara L. vy la
formulacion de una forma farmacéutica con accidn repelente nos permitira
obtener informacién para futuros estudios. Asi mismo, mediante su aplicacion,
aprovechar nuestros recursos naturales como una alternativa frente a
productos comerciales con accidon antiséptica, insecticida y repelente, cuyos
efectos secundarios puedan alterar el equilibrio de la piel y predisponerlo a
enfermedades.



2 GENERALIDADES

2.1 Lantana camara L.

2.1.1 Clasificacion botanica

Segun el sistema de Clasificacion de Cronquist (1998), la especie vegetal
presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
ORDEN: Lamiales
FAMILIA: Verbenaceae
GENERO: Lantana
ESPECIE: Lantana camara L.

Nombre vulgar: “Hierba de la maestranza” Ver Anexo 1

2.1.2 Aspectos morfolagicos

Lantana camara L., también conocida como hierba de la maestranza o
sacha orégano, aya albaca, siete colores o cambara(l), es un arbusto de
hasta los 3 m de altura, presenta un tallo espinoso, hojas opuestas
lanceoladas, aserradas y subsésiles de 5 a 10 cm de largo generalmente
ternadas. Sus flores son multicolores y combinan el blanco, amarillo,
rojo, fucsia y naranja. Los frutos son bayas de color azul verdoso o
negro de sabor dulce.™?

Esta planta es nativa de las zonas tropicales y subtropicales de América,
pero su cultivo ha sido expandido a nivel mundial, generalmente para
uso ornamental. Actualmente se podria contar hasta 50 especies
cultivadas bajo cientos de nombres ®) En el Pert abunda tanto en
estado silvestre como cultivada, pudiendo ser hallada en todas las

regiones hasta 2000 m.s.n.m. (1.3)



Figura 2. Tallo de Lantana camara L.



2.1.3 Usos

Lantana camara L. es usada generalmente como una planta
ornamental, siendo cultivada en parques y jardines por sus vistosas
flores, sin embargo en muchas partes del mundo se ha utilizado para

(1,2,3

tratar una variedad de desérdenes™*? y en otros es considerada una

maleza peligrosa para los cultivos. (3.4,5)

A fines de la década del setenta, L. camara comenzo a observarse de
manera esporadica en las plantaciones de citricos de Cuba, con una
elevada tolerancia a los herbicidas y un rapido rebrote después de
limpiar la tierra.!! Ademas de ser considerada una maleza, también se
le considera tdxica para el ganado y rumiantes, debido a que el
consumo de las hojas, tanto frescas como secas, de Lantana camara L.
les generas efectos fotosensibilizantes y nefrotéxicos.>® Dicho efecto
toxicoldgico no es acumulativo y solo ha sido encontrado en algunas
variedades, siendo predominante en Australia e India, aunque también

(36) 5o atribuye el efecto

se han encontrado algunos casos en América.
toxicolégico a los triterpenos Lantadeno A vy Lantadeno B,
encontrandose en las variedades que causaron toxicidad unos 80 y 200
mg/Kg de planta.’) Sin embargo algunos estudios han demostrado
cierta capacidad hepatoprotectora del Lantadeno A frente al dafio

causado por acetominofeno.®

Dentro de su uso tradicional se le atribuyen a sus hojas la propiedad de
combatir afecciones estomacales, actuando como antiespasmaddico;
antipirético, efectivo contra resfriados, asma, presion alta e incluso
como antimaldrico, mientras que su raiz ha sido usada para purificar la

1,23

sangre y tratar afecciones hepéticas.( ) Se ha realizado estudios que

reportan actividad antimaldrica de extractos crudos acuosos de las
hojas de Lantana camara L., observandose una reduccion de la

parasitemia de Plasmodium berghei en un 49%.7

También se reportan estudios de la actividad hipoglucemiante de un

) asi

glucdsido derivado del acido ursdlico, componente de sus hojas,(3
como también se reportan actividad cardiovascular, antihepatotoxica y

antiinflamatoria de glicdsidos encontrados en la planta.(a)
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Estudios del aceite esencial de Lantana camara L. han evaluado su
actividad antioxidante, mostrando un efecto protector igual o mayor
que la vitamina E o el Butil hidroxi anisol (BHA).(9)

Se han publicado muchos articulos de trabajos que muestran la

actividad insecticida de los extractos de esta planta, sobre Chrysoperia

externa, Trichogramma pintoi y Copoidisima koehleri™®,

. (11 . .« . . .
zeamais™, 'y dicha actividad de sus aceites esenciales sobre

Z.(12’13), sobre los cuales también muestra

Sitophilus

Phtharimae operculella

(10,13)

actividad repelente y su actividad adulticida y larvicida sobre

especies Aedes, Anopheles y Culex.™**>*¥

Composicion quimica

Lantana camara L. presenta una variedad de componentes
interesantes, debido a su referida toxicidad, asi como propiedades
atribuidas. Se ha investigado sus componentes por diversos métodos de
extraccion y en diversas zonas geograficas, mostrando entre ellas
variacién en su composicion.

De extractos acuosos de las hojas de Lantana camara L. se han
identificados por HPLC: acido salicilico, acido gentisico, acido B-
resorcilico, cumarina, acido ferdlico, y 6-mecumarina y los
triterpenoides camarin, lantancin y camarinin.*¢*")

Dos triterpenos, denominados Lantadeno A y Lantadeno B, fueron
aislados de extractos cloroformicos de las hojas de Lantana camara L. a
los cuales se le atribuye su toxicidad.®® Otros componentes encontrados
en las partes aéreas de la planta son el acido oleandlico y oleanonico, a
los cuales también atribuyen ciertas caracteristicas toxicas en ovejas.
Ademas se han identificado diversas lactonas de los extractos

metandlicos de sus hojas.(”)



Figura 3. Lantadeno A (A), y Lantadeno B (B)

La composicion quimica de sus aceites esenciales se ha investigado en
diversas partes del mundo dando en todo diferentes composicion
porcentual de sus componentes y llegando a identificar entre 30 a 50

com ponentes.(s’lo)

Los principales componentes elucidados pertenecen a las familias de los

(3,10,17,18)

monoterpenos y sesquiterpenos siendo estos ultimos los que

suelen encontrarse en mayor composicion.

Los principales compuestos identificados fueron B-cariofileno, éxido de
cariofileno, bisaboleno, a-humuleno, B-curcumeno, B-bisabolol, siendo
las concentraciones de estas diferentes entre paises e incluso zona de
recoleccion de un mismo pais, asi tenemos que en las variedades de
ciertas regiones de Brasil presenta como principal componente al
bisaboleno, mientras en otras es el cariofileno y en otras el humuleno.
En comparacion las variedades estudiadas en la India presentan una

mayor cantidad de monoterpenos. ¢



2.2 Caracteristicas de los mosquitos:

Los mosquitos siempre han sido un gran problema de la salud publica de varias
ciudades, siendo los vectores por excelencia de diversas enfermedades, en
especial en los paises ubicados en zonas tropicales, como lo es Peru. Se
estima que mas de la mitad de la poblacidon mundial esta o ha estado en riesgo
de sufrir una enfermedad tropical y al menos 500 millones de personas sufren
una de estas infecciones por afo. Entre las principales enfermedades
tropicales estd la malaria, las mas importantes por su distribucion geografica, y
la morbilidad y mortalidad que causa, otras de gran importancia son la fiebre

amarilla, el dengue, poliartritis endémica, y severas formas de encefalitis. (20)

Los mosquitos se encuentran en todo el mundo excepto en la Antartida. Los
insectos de dos alas pertenecen a los Dipteros, miembros de los géneros
Anopheles, Culex y Aedes son comunmente los responsables de picaduras a
humanos. %

El ciclo de vida de los mosquitos presenta cuatro estados. Los mosquitos
hembras dejan cientos de huevos a la vez sobre la superficie de agua, o en
4reas sometidas a inundaciones.?%?"

La aplicacion de repelentes en la piel es una forma comun de proteccion
personal contra mosquitos, sin embargo su efectividad depende de varios
factores tanto climaticos como la especie de mosquito, ya que diversas
especies de mosquitos pueden reaccionar diferentes a un mismo
repelente.m’ze) Es por eso que la evaluacion ideal de la efectividad de un
repelente seria en el lugar a ser usado contra el principal mosquito/vector
conocido, sin embargo es peligroso realizar estudios con humanos en las
zonas endémicas por el riesgo de contaminacién.'??

Si se busca el repelente ideal seria aquel que repela a todas las especies, tenga
una eficacia mayor a 8 horas, no cause irritacion a la piel o tenga efecto
toxicolégico, no sea grasoso y no deje olor, sin embargo este repelente no
podido ser encontrado aun.

10



2.3 Aedes aegypti

El Aedes aegypti es una especie antropdfila, con habitos domésticos, utilizan
criaderos en las viviendas o su peridomicilio. Este mosquito prefiere criaderos
de agua limpia, la puesta de huevos en el recipiente es a la altura de la interfase

agua aire.??

Los huevos, menores al milimetro de largo, son inicialmente de color blanco,
para tornarse negros con el desarrollo del embrién, que evolucionan en
Optimas condiciones de temperatura y humedad en un lapso de 2 a 3 dias. Con
posterioridad a ese periodo, los huevos son capaces de resistir desecacion y
temperaturas extremas con sobrevida de siete meses a un afio.*?

Las larvas que emergen inician un ciclo de cuatro estados larvarios, creciendo a
lo largo de tres mudas desde un largo de 1 mm a los 6 o0 7 mm finales. La pupa
no requiere alimentacién y entre 28 °C y 32 °C completa su desarrollo. En esta

etapa es importante que cuente con su espacio vital.!*?)

Esta especie se encuentra en 17 de las 24 regiones de nuestro pais. (24)

Aedes aegypti

Figura 4. Hembra de Aedes aegypti

11



PRIMEIRC ESTADIO o
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 5. Ciclo de vida del Aedes aegyptis

2.4 Dengue en el Peru

El dengue es una infeccidn virica transmitida por la picadura de las hembras
infectadas de mosquitos del género Aedes. Hay cuatro serotipos de virus del
dengue (DEN 1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4). La enfermedad afecta a habitantes de
zonas tropicales y subtropicales. Los sintomas aparecen 3—14 dias (promedio de
4-7 dias) después de la picadura infectiva. El dengue es una enfermedad similar
a la gripe, se manifiesta como un sindrome febril, que afecta a lactantes, nifios

pequenos y adultos.®

El vector principal del dengue es el mosquito Aedes aegypti. El virus se
transmite a los seres humanos por la picadura de mosquitos hembra infectadas.
Tras un periodo de incubacidn del virus que dura entre 4 y 10 dias, un mosquito

infectado puede transmitir el agente patdégeno durante toda la vida. (23)

Los sintomas varian, desde una fiebre moderada hasta una fiebre alta
incapacitante con cefaleas intensas, dolor muscular y articular, y exantema

12



hasta nduseas, vomitos, extravasacion de plasma, acumulacién de liquidos,
dificultad respiratoria, hemorragias graves o falla orgénica.(B’ZS) No existen
farmacos antiviricos especificos contra el dengue. Es importante mantener al
paciente hidratado. No se recomienda la utilizacidon de acido acetilsalicilico (por
ejemplo aspirina) o antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo ibuprofeno),

se puede utilizar paracetamol para alivio sintomético. !

El dengue se puede clasificar en

- Dengue: sin signos de alarma o con signos de alarmas (vomitos, letargia,
acumulacién de fluidos, sangrado de mucosas)

- Dengue grave: También llamado dengue hemorragico es una complicacién
potencialmente mortal que afecta principalmente a los nifos. Se presenta
con fiebre, dolor abdominal, vdmitos, sangrado severo, disnea y choque. El
diagndstico temprano y una buena atencién clinica a cargo de médicos y

enfermeras con experiencia aumentan la supervivencia de los pacientes’
(23,24)

En el Peru los casos de dengue estan relacionados con la aparicion del mosquito
Aedes aegypti en lquitos en 1984, siendo en 1990 el primer brote de dengue
asociados al DEN-1 afectando los departamentos de Loreto, Ucayali y San
Martin. El dengue tiene un comportamiento endémico con periodos epidémicos
en la selva peruana. El virus también esta presente en la costa, sobre todo en la
costa norte. *¥
Hasta la Semana Epidemiolégica (SE) 30 del 2015, se han notificado 33971 casos
de dengue al sistema de vigilancia, de los cuales el 47,2 % (16051) son
confirmados y el 52,8% (17920) corresponden a casos probables. Del total de
casos confirmados el 16,2% (5497) son casos de dengue con signos de alarma y
el 0,3 % (107) corresponden a la forma grave.(24)

Hasta la SE 30-2015, 17 de los 24 departamentos del pais reportan casos
autdctonos, con actividad epidémica intensa en el primer trimestre en los
departamentos de la Costa Norte (Piura, Tumbes, Lambayeque y La Libertad).
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Figura 6: mapa de incidencia por distritos. Pert 2015 - SE 30.
Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica en Salud Publica — DGE — MINSA. Hasta la SE 30
(01/08/15)
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Forma clinica

EArt RS ot % De_ngue De n gue Fallecidos
sfsignos ¢/signos  dengue grave
alarma alarma

N® % N® % N %o Ci R

Piura 19049 96,1 16813 83,3 2181 114 55 03 22 8
Tumbes 7327 21,6 5232 T1.4 2092 28,6 3 00 1 0
Loreto 1918 5.6 1459 76,1 446 233 13 0.7 1 0
La Libertad 1874 5] 1752 93,5 119 6,4 3 02 2 0
Lambayeque 823 2.4 807 981 16 1.9 0 00 0] 0
Madre de Dios 713 21 569 79.8 124 174 20 28 7 0
Ucayali 632 19 432 684 196 31,0 4 06 0 0
Junin 477 1.4 340 71,3 132 27,7 5 1.0 1 0
San Martin 418 1,2 372 890 44 10,5 2 05 0 0
Cajamarca 184 0.5 126 68,5 58 315 0 00 0 0
Huanuco 154 0,5 122 792 31 20,1 1 06 1 0
Ancash 143 0,4 118 825 25 17,5 0 00 0 0
Ayacucho 134 0.4 119 888 14 10,4 1 07 0 0
Amazonas 45 0,1 44 97,8 1 22 0 00 0 0
Cusco 33 0.1 30 90,9 3 9,1 0 00 0 0
Lima* 21 0.1 15 714 6 286 0 00 0 0
Pasco 18 0,1 9 50,0 9 50,0 0 00 0 0
lca™ 5 0,0 5 100,0 0 0,0 0 00 0 0
Casos en investigacion® 3 0,0 3 100,0 0 0,0 0 00 0 0
Total 33971 100,0 28367 83,5 5497 16,2 107 0,3 35 8

Tabla 1: Numero de Casos de Dengue por Regiones. Peru SE30

Fuente: sistema de Vigilancia epidemioldgica-MINSA, hasta la SE 30 (01/08/15)
*Casos en investigacion para establecer lugar probable de infeccidn. ** Fallecidos en Investigaciéon
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Lugar de ejecucion

Instituto de Recursos Naturales y Terapéuticos “Juan De Dios Guevara”.
Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad Nacional Mayor de San Marcos
- UNMSM

Laboratorio de Epidemiologia y Control de Vectores. Facultad de Biologia.
Universidad Nacional Mayor de San Marcos - UNMSM

3.2 Materiales

a) Materiales
- Perade vidrio de 500 mL
- Probeta de 25mL
- Picnémetro de 1mL
- Tubos de ensayos
- Balanza analitica
- Rejillas de sujetacion
- Jaulas de crianza de mosquitos

b) Equipos
- Equipo de destilacion por vapor
- Cromatografia de gases (CG-MS)

c) Reactivos
- N-hexano
- Etanol absoluto
- Sulfato de sodio anhidro grado reactivo

d) Material Bioldgico
- Hojasy flores de Lantana camara L.
- Huevecillos de Aedes aegyptis
- Conejos
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3.3 Métodos

3.3.1

3.3.2

Obtencion del material botanico

La recoleccion del material boténico se realizé en el Jardin Botanico de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, departamento Lima, Peru.

Las muestras de Lantana cdmara fueron colectadas en el mes de enero
del 2012, y la clasificacion botanica fue realizada en el Museo de
Historia Nacional de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Posteriormente se volvid a realizar otra colecta en enero del 2013, en
ambos casos se seleccionaron visualmente las hojas y flores,
separandolas del demds contenido botanico y de las impurezas. (Ver
Anexo 1)

Extraccion del aceite esencial de Lantana camara L.

Se realizd la extraccidon del aceite esencial de Lantana camara L. a partir
de las hojas frescas recolectadas y pesadas, mediante un sistema de
hidrodestilacién o arrastre de vapor. La deshidratacion del aceite
esencial se realizé utilizando sulfato de sodio anhidro grado reactivo,
con posterior filtracion.

Después de la extraccion, el aceite esencial obtenido fue medido en
probeta, para realizar el calculo de porcentaje de aceite esencial
obtenido segun la férmula:

% de aceite esencial - Volumen de aceite esencial obtenido (mL) x 100

Masa de material botanico recolectado (g)
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3.3.3 Analisis fisico del aceite esencial de Lantana camara L.

a. Determinacion de la densidad relativa a 25°C: Se determind a través
del método del picnédmetro, por comparacion de masas de igual
volumen de una muestra de aceite y de agua recién destilada a 25°C.

b. Determinacion de la solubilidad del aceite esencial en alcohol: Se
realizd en diferentes concentraciones de alcohol etilico: 60, 70, 80,
90% (v/v) y alcohol etilico absoluto; en n-hexano y en éter etilico.

c. Determinacion del indice de refraccion: se realizd en un
refractdmetro Rudolph a temperatura de 20°C

3.3.4 Determinacion de los componentes del aceite esencial

Los componentes quimicos aceite esencial de las hojas de Lantana
camara L. se determinaron en el Laboratorio de Toxicologia y Quimica
Legal (LATOQUIL) de la Morgue de Lima, usando un cromatégrafo de
gases acoplado a un detector de espectrofotometria de masas. (GC-EM)
de la marca Thermo Finnigan modelo: Trace GC (cromatégrafo de
gases) y Trace MS Plus (espectrometro de masas).

El analisis se realizd en las siguientes condiciones: Columna silicagel
fundida de 30 metros de largo por 0,25 mm de diametro, temperatura
de horno inicial de 40 °C y temperatura final de 110 °C a un flujo de
10°C/min. Post time de 1 minuto. Volumen de inyeccion de 1ulL en
particion por Split 1/50 a temperatura de 240 °C.

El espectrometro de masas trabajé en modo Impacto Electrénico (El)
con una fuente a 250 °C, interfase a 250 °C. Rango de lectura de 0 —
21.39 min; scan de 1,0 segundos.
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3.3.5

Sus componentes quimicos se identificaron por comparacion de los
picos obtenidos con estandares almacenados en librerias virtuales de
espectros de masas de siguientes bibliotecas: Replib, Mainlib,
Nistedemo y Pmwtox3n.

Determinacion de la actividad repelente de mosquitos

La actividad repelente del aceite esencial fue evaluada en la especie
Aedes aegypti en base al procedimiento documentado en el Reporte de
la WHOPES (Esquemas para evaluacion de Pesticidas de la Organizacion
Mundial de Salud): Evaluacién y pruebas de insecticidas; en donde, en
caso de repelentes, se prefiere las pruebas de laboratorio en humanos

sobre las pruebas de laboratorio en animales o miembros artificiales. (26)

Sin embargo, debido al peligro clinico de exponer a personas a un
mosquito vector de enfermedades se prefiridé hacer primero los ensayos
animales. Para el estudio se utilizaron conejos de aproximadamente
1,5 Kg.

La actividad repelente se evallia mediante una prueba para determinar
la dosis efectiva (DE50) y tiempo de proteccion. Este estudio se realizod
en el mosquito Aedes aegypti criados en cautiverio simulando las
condiciones climaticas en las que se desarrollan, y por lo tanto en las

’ 21,2
que se usaria el repelente.( 28)

La determinacidon de la (DE50) de repelencia consistié en exponer el
dorso pelado y descubierto y sin tratamiento de un sujeto, durante 30
segundos, a una jaula con 50 mosquitos hembras. Se contabilizara el
numero de picaduras. Seguido se realizara exposiciones repetidas del
mismo sujeto, con soluciones en propilenglicol a minima concentracion
primero y luego con incremento de la dosis. Cuando se identifica la
dosis con 100% de repelencia, el sujeto es re-expuesto en un intervalo

de 30 minutos.!?®
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3.1.1.1 Crianza del Aedes aegypti

Los huevecillos de Aedes aegypti fueron obtenidos del Laboratorio
Regional de Salud de Tumbes — Direccién Regional de Salud
Tumbes, area de Entomologia; los cuales fueron criados en los
laboratorios de la Facultad de Biologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, bajo las siguientes condiciones:

Temperatura: 24 -27 °C
Humedad: 70-80 %

Fotoperiodo: 12/12
Alimentacién: harina de pescado

Tanto primera como segunda generacion fueron usados para las
pruebas de repelencia.

Las larvas fueron criadas en bandejas hasta su cuarto estadio, al
entrar en estado de pupa eran trasladadas a las jaulas de crianzas.

Figura 7. Larvas de Aedes aegyptis en diversos estadios
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Figura 8. Cajas de crianza de los mosquitos Aedes.

Para las pruebas se utilizaron solo mosquitos hembras
hambrientas, las cuales fueron separadas de los machos. Los
métodos para la separacidon de las hembras son varios, como el
uso de didxido de carbono, aplicacién de frio, uso de

(19,28) pero estos métodos pueden dafiar los

anestésicos
mosquitos y afectar los resultados de las pruebas, por lo cual se
usé una cabina trasportadora para la separacién, basandonos en
el modelo de Posey-Schreck(lg) pero con algunas modificaciones

para evitar movilizar mucho las cajas de crianza.

Se aprovechd la preferencia de las hembras por la sangre,
colocando un cebo en un extremo de la cabina, siendo las
hembras atrapadas al momento de buscar alimento.
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Figura 9. Jaula de Crianza junto a la cabina trasportadora.

3.1.1.2 Crianzay Preparacion del Sujeto a exposicion:

Para las pruebas de repelencia se usaron 5 conejos de 1.5 Kg
aproximadamente. Después de un dia de acondicionamiento se
empezd a preparar los animales para la prueba:

Se seleccionaron 6 zonas de su lomo, y se depilaron para lo cual
se usaron cremas depilatorias comerciales, y se taparon con
protectores para evitar que el animal maltrate la zona depilada.
Se les dejé con el protector 2 dias, para contrarrestar cualquier
irritacion producida por la depilacion. El quinto dia se procedio a
cubrir los conejos con una manga protectora dejando expuesto
s6lo una de las dreas depiladas del lomo, y con ayuda de la rejilla
sujetadora, se colocé el animal dentro de la jaula con mosquitos.
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Figura 10. Preparacion del sujeto de exposicion.

3.1.1.3 Determinacion de la actividad repelente:

Se separaron 50 hembras hambrientas de sangre de las jaulas de
stock y se trasladaron a jaulas de 50 cm x 50 cm ideales para las
pruebas de repelencia.

Se tratd la zona a exposicion del sujeto de prueba con
propilenglicol puro y se expuso el sujeto a la jaula de hembras
durante 30 segundos, siendo retirado antes de que se absorba Ia
sangre.

A los 30 minutos se tratd el darea en estudio con una
concentracion minima del aceite en propilenglicol y se repite lo
mismo, usando cada vez concentraciones mayores. Las
concentraciones usadas fueron: 0%, 2%, 4%, 6%, 8% y 10%. De no
observarse ningun intento de picadura por parte de los mosquitos
en el tiempo de 30 segundos se retiraba al animal y se procedia a
exponer a los 30 minutos sin realizar ningin cambio al area en
estudio.
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Figura 11. Soluciones a diferente concentraciones, en
propilenglicol del aceite esencial de Lantana camara L.

3.3.6 Elaboracion de una forma farmacéutica

Para la facilidad de uso del aceite esencial de Lantana camara L. se
buscé una férmula simple que resista cantidades altas de aceites
esenciales.

Se buscd la formulacién de una locién para su fécil aplicacion.

Excipiente %
Alcohol cetoestearilico 2,0
Polisorbato 60 2,0
Isopropil miristato 2,5
Isopropil palmitato 2,5
Glicerina 1,5
Carbomer 940 0,05
EDTA 0,02
Propilenglicol 1,0
Dow Corning 3,0
Trietanolamida 0,07
Hidantoina 1,0
Agua 80,36
Aceite de Lantana camara L. 4,0
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4 RESULTADOS

4.1 Rendimiento de la extraccion del aceite esencial de Lantana
camara L.

Se realiz6 el proceso de extraccion del aceite esencial de Lantana camara L. en
dos ocasiones, la primera, donde se extrajo el aceite de las hojas frescas, en
febrero del 2012 y la segunda en enero del 2013. Observandose en ambos
casos que el aceite esencial de las hojas de Lantana camara L. presenta una
menor densidad que el agua, de color amarillo claro translicido y aroma
notorio.

En la primera extraccion se empled 2 kg de hojas frescas obteniéndose 15,0 mL
de aceite esencial, reportando un rendimiento de 0,75%. En la segunda
extraccién se empled 1,5 kg de hojas frescas, obteniéndose 11,4 mL de aceite
esencial, con lo que se reporta un rendimiento de 0,76%

4.2 Analisis fisico quimico del aceite esencial de Lantana camara L.

Los resultados obtenidos del analisis fisico quimico del aceite esencial de las
hojas de Lantana camara L. se indican en la siguiente tabla:

Densidad relativa 25°C 0.6956

indice de refraccién 1.49988
Solubilidad en etanol absoluto  Muy soluble
Solubilidad en etanol 90% Facilmente soluble
Solubilidad en etanol 80% Soluble
Solubilidad en etanol 70% Poco soluble
Solubilidad en n-hexano Muy soluble
Solubilidad en éter etilico Muy soluble

Tabla 2. Propiedades Fisicoquimicas del aceite esencial de Lantana camara L.
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4.3 Determinacion de los constituyentes quimicos del aceite esencial.

Se analizé mediante Cromatografia de Gases acoplada a un Espectrofotémetro

de Masas, en el Laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal (LATOQUIL) de la

Morgue de Lima.

Se determinaron 38 componentes presentes en el aceite, en su mayoria

terpenos y sesquiterpenos. Figura 12 y Tabla 3.
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Figura 12. Cromatograma de gases del aceite esencial de Lantana camara L.
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\ Pico Sustancia RT
1 1-S-a-Pineno 2.74
2 Canfeno 2.88
3 B-Felandreno 3.05
4 B-Pineno 3.12
5 1S,55-a-Pineno 3.15
6 3-careno 3.36
7 p-Cymene 3.49
8 d-Limoneno 3.53
9 Eucalyptol 3.58
10 a- Pineno 3.65
11 B-Linalol 412
12 (-) alcanfor 4.6
13 Borneol 4.82
14 y- elemene 6.12
15 B- elemene 6.6
16 a- Farneseno 6.66
17 a-Gurjunene 6.77
18 Cariofileno 6.9
19 B-Farneseno 7.04
20 a-Cariofileno 7.18
21 a-Curcumeno 7.30
22 Germacreno D 7.35
23 y-gurjunene 7.45
24 Cadina-3,9-dieno 7.57
25 y- elemene 7.91
26 Palustrol 7.99
27 Spathulenol 8.06
28 Oxido de cariofileno 8.11
29 y-gurjunene 8.18
30 Globulol 8.25
31 Oxido de cariofileno 8.3
32 Sphathulenol 8.42
33 Guiene 8.57
34 Oxido de cariofleno 8.71
35 Phytol 11.22
36 Acido linoléico 11.39
37 Octadecano-3-etil-8-(2-etilbutil) 13.14
38 n-dotriacontano 14.03

Tabla 3. Composicidon quimica de los metabolitos secundarios volatiles de

Lantana camara L. aislados por CG-EM.
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Caryophyllene
Formula C15H24, MW 204, CAS# 87-44-5, Enfry# 9964
gicyclo[7.2.0]undec-4-ene. 4,11,11 -trimeth I%—r{ethylene-, [1R-(1R*.4E,25%)]-

Figura 13. Cariofileno

a-Caryophyllene
Formuwia C15H24. MW 204, CASH 6753-98-6, Entry#t 9929
1.4.8-Cycloundecatniene, 2.6.4.9-tefrometnyt-, |E.EE)-

Figura 14. a-Cariofileno
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Benzzne, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methyl-
Formula C15H22, MW 202, CAS# £44-30-4, Entry# 14199
2-Heptene, 2-methyl-6-p-tolyl-
/

Figura 15. a-curcumeno

a-Pinene .cmphene
Fumv!quOHlb. MW 136, CAS# 80-56-8, Entry# 10005 Formuia C10H16, MW 136, CASH 79-92-5, Enfry# 240304
Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2.6,.é-imethyl- Blcyciof2.2.1]heptons, 2.2-dimetny-3

Figura 16. a- Pineno y Camfeneno
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Phetandrent fPinene
Formulo CI0H16, Mv% 136, CAS® 5?5402, Enfry# 20031 Formula CIOH16, MW 136, CASH 127.91-3, Enfryit 39850
C e, 3 61 Bicyclof3.1.1}heplane, é.6-dimetnhy-2-methylene-

Figura 17. Felandreno y B-pineno

Benzene. 1-mathyl-4-{1-metnyietnyl-

Formwic CI0M14, MW 134, CAS# 99-87-6, Entry# 101
ymena
Formula C10H16, MW 134, CAS# 13466-78-9. Entry# 40142 |
Bicyclo[4.1.0)hept-3-ene. 3.7.7-timethyl-

Figura 18. Careno y p-cymene
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D-Limonene
Formule C10H16, MW 136, CAS# 5989-27-5, Entry# 21974
Cyclohexene, 1-methyl-4-{1-methylethenyl)-. [R]-

NS

Eucalyptol
Formula C10H180, MW 154, CASH# 470-82-6, Entry# 2132
Cineole

Figura 19. B-Limoneno y Eucaliptol

Germacrene D

Cyclohexone. |-etneny-1-meathyl-2 4-o5[1-methyletheny|-, (15-(1a28.45]-
Fermulo C15424, va;m. c&'su 515139, Emnlrslaul 2R Formula C15H24, MW 204, CASH 23986-74-5, Entry# 71000
Cyclehexene, 2 &-disopropenykl-mathyk 1vings, [15.2R 4R}- |- 1.6-Cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-8-|1-mathylathyi)-, {s-(E.E))-

st \\(/L el

Figura 20. B-elemene y germacreno
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Caryophyllene oxide ;
Formula C15H240, MW 220, CAS# 1139-30-6, Entrys# 1801

Figura 21. oxido de cariofleno

4.4 Determinacion de la actividad repelente

La actividad repelente del aceite esencial de Lantana camara L. fue probada
en laboratorio contra el mosquito Aedes aegypti, criados en cautiverio, a
diferentes concentraciones en 5 individuos diferentes obteniendo repelencia
de 100% a partir de la concentracién 4%, siendo la concentracion 10% la que
duré mayor tiempo. En la tabla 4 se observan los resultados de las pruebas.
Los resultados individuales se encuentran en el Anexo 2.

Concentracion Repelencia Tiempo aproximado

de duracion

0% - -

2% + -

4% ++ 30 minutos

6% ++ 60 minutos

8% ++ 90 minutos

10% ++ 90 minutos

Tabla 4. Concentraciones de Lantana camara L. usadas en las
pruebas de repelencias.

32



4.5 Formulacion de la forma farmacéutica.

Con la féormula propuesta se obtuvo una locidn ligera y fluida tipo leche
con un contenido de 4% de aceite esencial de Lantana camara L., la cual
podria ser envasada en forma de spray para su facil aplicacion.

El pH de la locién fue de 5,5 y la viscosidad de 275,2 cps (medido con un
viscosimetro Visco Star plus, pin: R3, velocidad: 200 rpm)

La formula estd compuesta por: alcohol cetoestearilico,
isopropilmiristato, polisorbato 60, glicerina, dow Corning 1501,
propilenglicol, carbomer 940, EDTA, trietanolamina, hidantoina, agua.
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5 DISCUSION

Aceite esencial de Lantana camara L.

Se obtuvo el aceite esencial de las hojas de Lantana camara L. proveniente del
jardin botanico de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, obteniendo un rendimiento de 0.76% v/p, las
propiedades fisicoquimica de solubilidad, densidad indican que presenta
caracteristicas similares a otros estudios.

Los componentes quimicos del aceite esencial fueron determinados por
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas CG-EM. En el andlisis
estructural se identificaron principalmente 38 componentes quimicos, entre
los que se destacan por su estructura molecular los sesquiterpenos y acidos
alifaticos.

En el estudio realizado en Lantana camara L., el Cariofileno o B-Cariofileno fue
uno de los principales componentes identificados, seguido del a-Cariofileno o
o-humuleno y del a-Curcurmeno. Otros componentes son el B-elemene,
Germacreno D, y-Gurjunene, Sphatulenol, oxido de Cariofileno; encontrandose
en menor cantidad: eucaliptol, d-limoneno, phytol y 3-careno.

El Cariofileno también fue el principal componente encontrado en estudios en

(27)

Madagastar y Cameron siendo el segundo componente en cantidad

encontrado en estudios hechos en Colombia, habiéndose encontrado solo
trazas en estudios hechos en variedades recolectadas en Trujillo —pery®
siendo en dicho estudio el monoterpeno carvona (75.9%) y Limoneno (16.9%)
los principales componentes, este ultimo se ha identificado en baja cantidad

en el estudio realizado.

En estudios realizados en cuba se encontré como principales componentes el
(E)-nerolidol (43.4%) y-cadineno (7.6%) el a-humuleno (4.9%) siendo el cuarto
componente el Cariofileno (4.8%), sin declarar presencia de limoneo o Carvol,

y encontrando curcumeno en pocas cantidades.”

En todos los casos hemos comparados los resultados con aceites extraidos por
Hidrodestilaciéon. No se ha detectado la presencia de algin componente
significativamente diferente a las demds variedades estudiadas por otros
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investigadores, por lo que se podria usar los resultados de los estudios de
aplicacién, en este caso de repelencia al mosquito del dengue, como una
referencia.

Repelencia contra el mosquito del Aedes aegypti

Los resultados de los ensayos de repelencia realizaron tuvieron resultados
favorables demostrando su poder repelente inclusive a bajas concentraciones,
sin embargo por la caracteristica propia de la volatilidad estos efectos fueron
por corto tiempo. Y para obtener una repelencia completa y por mayor tiempo
seria recomendable usar concentraciones mayores.

A concentraciones de 2% se observé una disminuciéon de picaduras en un
promedio de 90%, pero esto como un efecto inmediato a la aplicacion. Sin
embargo la repelencia a la media hora no fue efectiva.

Debido a las observaciones realizadas, se determina como una concentracion
de 8% como recomendable para su uso como repelente. Debido a que a una
hora y media luego de la aplicacion aun presentaba una efectividad
aproximada de 90% de proteccion.

Los estudios de repelencia contra Aedes aegypti, hechos en conejos
demuestran el efecto repelente de nuestro aceite esencial, efecto que se
adiciona a los ya conocidos de adulticida y larvicidas contra dicha especie de

(13,15)

mosquito , ademads nos da indicio de una actividad repelente amplia, ya

gue esta demostrada su actividad contra otras especies como Sitophilus

7.113) - especies que son mas

zeamais Motschulsky y Phthotimaea operculella
de interés agricola que de Salud publica, en dichos casos la repelencia se
evidencié evitando que las especies pongan huevos en las areas tratadas con
el aceite esencial. Debido a los antecedentes del aceite esencial seria ideal
continuar los estudios contra otras especies de mosquitos de interés clinico y
de ser posible realizar las pruebas de repelencias en humanos para despejar

factores como el calor o sudoracion humana, influyen en los mosquitos.
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Locidon repelente.

Segun los resultados obtenidos, se decidid formular una locidon con 4% de
contenido de aceite esencial debido a que dicha concentracion se encuentra
una aceptable actividad repelente con una duracién del efecto de 30 minutos.
No se utilizé una mayor concentracion para no saturar el producto con mayor
cantidad de aceite.

Con la formula propuesta se obtuvo una locidon tipo O/W, ligera agradable al
tacto de poca viscosidad que podria ser dispensada en spray par afacilitar su
aplicacion.
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6 CONCLUSIONES

1. En las hojas frescas de Lantana cdmara L se identificaron los siguientes
componentes quimicos: 1-S-a-Pineno, Camfeneno, B-Felandreno, PB-
Pineno, 1S,5S-a-Pineno, 3-careno, p-Cymene, d-Limoneno, Eucalyptol , a-
Pineno, B-Linalol, (-) alcanfor, Borneol, o-meth-8-en-4isopropileiden-1-
vinil, Ciclohexano-2,4-diisopropenyl-1-methyl-1-vinyl, a- Farneseno, a-
Gurjunene, Cariofileno, B-Farneseno, a-Cariofileno, a-Curcumeno,
Germacreno D, 1pB,4BH,10BH-guaia-5,11-dieno, Cadina-3,9-dieno, o-
Menth-8-ene, 4-isopropldieno-1vinil , Palustrol, Spathulenol, Oxido
de cariofileno, 1B,4BH,10BH-guaia-5,11-dieno, Globulol, Oxido de
cariofileno, sphathulenol, Guaia-1(5),7(11)-dieno, Oxido de cariofleno,
phytol, Acido linoleico, Octadecano-3-etil-8-(2-etilbutil), n-dotriacontano.

2. Se determiné el pH, indice de refraccién y solubilidad del aceite esencial
de Lantana camara L. obtenido en el Jardin Botanico de la facultad de
Farmacia y Bioquimica — UNMSM ubicado en Lima.

3. El aceite esencial de Lantana camara L. tiene efecto repelente contra el
mosquito Aedes aegypti, pudiendo usarse desde concentraciones muy
bajas, para un efecto inmediato. Para un efecto algo mas prolongado se
recomienda concentraciones de 8%

4. Se obtuvo una locidon ligera, agradable al tacto de baja viscosidad, que
posibilita la aplicacion en spray, con una concentracidon de 4% de aceite
esencial de Lantana camara L., concentracion a la cual presenta actividad
repelente por lo menos 30 minutos sin sobrecargar el contenido de aceite
del producto.
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8 Anexo 1: clasificacion botanica
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perti, DEC ‘ANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Hisrora

Natural
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CONSTANCIA N° 016-USM-2012

SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA

LA JEFA (e) DEL HERBARIO
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA

CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (Planta completa), recibida de Lizbeth INGA CHAVELON;
Tesista de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, ha sido estudiada y clasificada como: Lantana camara
L.; y tiene la siguiente posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion

de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: VERBENACEAE
GENERO: Lantana
ESPECIE: Lantana camara L.

Nombre vulgar: “Hierba de la maestranza”.
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn (Maribel Morales).

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada,
fines de estudios. i

Fecha, 02 de febrero de 2012
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Anexo X
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