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Resumen

Las plantas medicinales contienen compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas. Melissa officinalis, de la familia
Lamiaceae, posee aceites esenciales con actividad antifingica atribuida a sus compuestos volatiles, triterpenoides, fendlicos
y flavonoides. Este estudio evalud in vitro la actividad antifingica de su aceite esencial frente a Microsporum gypseum'y
Trichophyton rubrum, usando concentraciones de 125 a 700 ug/mL. Se aplicd el método de dilucion en Agar Sabouraud
Dextrosa, con incubacién a 25 + 2 °C por 7 dias, en siete repeticiones por tratamiento. La eficacia se midié por el crecimiento
radial y el porcentaje de inhibicidn. Los resultados indican que el aceite inhibe el crecimiento de M. gypseum desde 400
pug/mLy de 7. rubrum desde 125 pg/mL.

Palabras clave: Microsporum qypseum, Trichophyton rubrum, Melissa officinalis, crecimiento fungico.

Abstract

Medicinal plants contain bioactive compounds with therapeutic properties. Melissa officinalis, from the Lamiaceae family,
has essential oils with antifungal activity attributed to its volatile compounds, triterpenoids, phenolics, and flavonoids. This
study evaluated the antifungal activity of its essential oil against Microsporum gypseum and Trichophyton rubrum in vitro,
using concentrations ranging from 125 to 700 pg/mL. The Sabouraud Dextrose Agar dilution method was used, with
incubation at 25 + 2 °C for 7 days, in seven replicates per treatment. Efficacy was measured by radial growth and percentage
of inhibition. The results indicate that the oil inhibits the growth of M. gypseum at 400 pg/mL and 7. rubrum at 125 pg/mL.
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1. Introduccién

La Las plantas medicinales tienen diversas propiedades
biolégicas y han constituido desde las poblaciones
antiguas el pilar de la medicina tradicional (White &
Foster, 2004), por lo que cumplen un importante rol en el
manejo de diferentes enfermedades (Wang et al., 2020).
Poseen variedad de agentes bioldgicos activos o
principios activos que estan presentes en los diferentes
organos de la planta tales como semillas, raices, hojas,
frutos, piel, flores, o incluso en toda la planta, y que al ser
extraidos presentan efectos terapéuticos directos o
indirectos (Petrisor et al., 2022).

La OMS (2023) incluye dentro de los medicamentos
herbarios a hierbas, materiales, preparaciones vy
productos terminados herbarios, que poseen principios
activos obtenidos de partes de plantas u otros materiales
vegetales, o combinaciones; asi también, considera que
se deben realizar pruebas y ensayos clinicos para
asegurar la calidad, eficacia y seguridad del paciente
cuando se aplican en la medicina tradicional,
complementaria e integradora.

En todos los tiempos, la costumbre en la poblacion rural
ha sido el tratamiento con plantas medicinales de
diversas enfermedades, practica que se ha mantenido en
diversos paises del mundo, especialmente en los paises
en desarrollo, como se evidencian en diferentes estudios
a nivel de Sudamérica (Angulo et al., 2012; Ansaloni et al.,
2011; Gallegos, 2016; Inga & Zavala, 2020; Oblitas et al.,
2013; OPS, 2019; Tello et al., 2019).

Numerosas enfermedades son tratadas con plantas
medicinales, como enfermedades del sistema digestivo,
respiratorias; infecciones por bacterias, virus, parasitos y
hongos (Ali et al,, 2013; Castillo et al., 2023; Gallegos &
Gallegos, 2017). Dentro de las enfermedades producidas
por hongos en clinica humana o veterinaria se encuentra
la dermatofitosis, que son infecciones fungicas
superficiales causadas por los dermatofitos. Los
dermatofitos son hongos filamentosos que invaden y se

alimentan de tejidos queratinizados como piel, cabello y
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ufias; y se dividen en nueve géneros, de los cuales

Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum causan
infecciones en humanos siendo la especie 7richophyton
rubrum la mas aislada en infecciones de los pies, el
cuerpo y las ufias; y se clasifican segin el modo de
transmision como antropofilicos, zoofilicos y geofilicos; y
producen cuadros clinicos que toman el nombre seguin
el sito de infeccidon tal como tifia capitis, faciei, barbae,
corporis, manuum, cruris, pedis y unguium (Gubelin et al,,
2011; Gupta et al, 2005; Sahoo & Mahajan, 2016;
Weitzman & Summerbell, 1995).

En la actualidad, la dermatofitosis es una enfermedad de
importancia mundial, especialmente en paises en vias de
desarrollo (Adefemi et al., 2011; Moto et al., 2015; Nweze,
2010; Nweze & Eke, 2016). Se han reportado valores de
prevalencia de dermatofitosis que van del 14 al 26,8% en
América del Norte, Asia Oriental y Europa, y del 5 al 31,6%
en Africa (Etiopia, Kenia, Nigeria y Tanzania) debido a
diferentes aspectos como estilos de vida, condiciones
socioecondmicas, factores de riesgo subyacentes vy
factores ambientales (Dogra et al.,, 2019).

En el Perd se han realizado estudios epidemiolégicos
como el desarrollado por Bejar et al. (2014), que
evaluaron la prevalencia de la etiologia de micosis
dérmica en 7185 casos positivos durante el periodo 1976
— 2005 en el Instituto de Medicina Tropical Daniel A
Carrién de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
y reportaron que los hongos con mayor prevalencia
fueron 7. rubrum (33,2%), Candida albicans (15,3%),
Candida no albicans (11,8%), 7. mentagrophytes (9,4%),
Malassezia spp (9,1%) y las infecciones mixtas (7,2%). En
el afio 2010, Romero & Guevara (2011) reportaron la
frecuencia de la dermatofitosis en estudiantes de la
Institucion Educativa “San Juan de la Frontera” de
Ayacucho, se obtuvo como resultado que del 68% de
casos de dermatofitosis el 48.5% fue causado por 7.
mentagrophytesy 26.5% por T. rubrum. Luego, en el afio
2018, Shapiama & Diaz (2019) determinaron la
prevalencia de dermatofitos en pobladores de las
comunidades campesinas de la region Loreto “San
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Andrés” y “Barrio Florida”, ubicadas en la Provincia de
Maynas, distrito de Punchana; y reportaron una
prevalencia de 17.6% (n= 199 muestras) de dermatofitosis
correspondiendo el 10.6% a 7. mentagrophytes, 2.5% a
M. canisy 2.5% a M. gypseum.

En cuanto a la resistencia a los antifingicos se muestra
actualmente un significativo aumento, limitando
severamente el tratamiento de la dermatofitosis,
generando un numero muy reducido de antifingicos
efectivos (Colella et al.,, 2006; Fernandez, 2005; Méndez
et al,, 2007; Mereles et al., 2020). Por ello, investigaciones
sugieren la utilidad de buscar medicamentos alternativos
para su tratamiento por lo que se han venido evaluando
aceites esenciales y extractos de plantas frente a
dermatofitos, tanto mediante pruebas in vitro como en
ensayos clinicos o preclinicos (Prado & Rizzo, 2017;
Robledo et al., 2014; Stringaro et al.2018; Parrish et al,,
2020; Roana et al.,, 2021). En las plantas medicinales con
accion antifingica, se sabe que la concentracion de los
principios bioactivos se relaciona con su taxonomia o con
su composicion quimica que comprende a los taninos,
terpenoides, saponinas, alcaloides, flavonoides y otros
compuestos (Arif et al., 2009; Cowan, 1999)

En el Perly, es comln el empleo de plantas con
propiedades medicinales (Castillo et al., 2023; OPS, 2019;
Valenzuela et al, 2018) como terapia antibacteriana,
antimicética, antiviral y antiparasitaria (Condori et al.,
2023; Lopez et al,, 2007; Pimentel et al.,, 2015; Satalaya et
al, 2009). Dentro de las plantas empleadas con
propiedades antifingicas tenemos a la especie Melissa
officinales, perteneciente a la familia Lamiaceae
(Guimaraes et al,, 2019; EL Khoury et al., 2017; Karpinski,
2020; Matsubara et al., 2015; Powers et al., 2018; Tullio et
al.,2019). M. officinalis L. conocida comiUnmente como
melisa, sandalo, limoncillo, menta melisa, hoja de limén o
toronjil; es nativa de la regidn mediterranea, Asia
occidental y del sur de Europa donde crece de manera
natural con un tiempo de vida de aproximadamente tres
afios (Abdel et al., 2019; Moradkhani et al., 2010). Esta

planta es aromatica, alcanza una altura entre 60y 100 cm,
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sus hojas se caracterizan por ser gruesas, de tono verde

oscuro, con superficie pilosa, nervada, margen dentado y
en forma de corazon (Moradkhani et al, 2010;
Mokhtarzadeh et al., 2017).

La composiciéon fitoquimica de M. officinalis L incluye
compuestos volatiles como geranial, neral, citronelal, 3-
cariofileno y geraniol; triterpenoides como &cido ursélico,
acido betulinico y acido oleandlico; compuestos fendlicos
como acido rosmarinico, acido cafeico y acido
protocatequiico 'y flavonoides como quercetina,
ramnocitrina y luteolina (Castro et al., 2023; Petrisor et al.,
2022). En cuanto a la concentracién de los componentes
bioactivos del aceite esencial depende de factores
genéticos de la planta y condiciones ambientales como la
estacion en que se realiza la cosecha y la composicion del
suelo; asi también, el rendimiento del aceite esencial es
mayor en las hojas que en los tallos y en la segunda
cosecha se presenta mayor uniformidad en la
composicion de los principios activos y menor cantidad
de monoterpenoides (neral y geranial); lo que significa
que la forma y manejo del cultivo influyen en la
concentracion de aceites esenciales (Acevedo et al., 2013;
Chizzola et al., 2018;). Investigaciones han demostrado
que los aceites esenciales de especies de la familia
Lamiaceae que contienen limoneno, 1,8 cineol, mentol,
carvona, B-pineno, o- pineno, a-tujeno, p-cimeno, B-
cariofileno; inhiben el crecimiento de M. canis, M.
gypseum, T. rubrum, T. mentagrophytes y E. floccosum
(Ben et al., 2017; Debbabi et al., 2020)

En los Ultimos afios fueron desarrolladas numerosas
investigaciones relacionadas con las actividades de los
compuestos o sustancias bioactivas presentes en
diferentes partes de Melissa officinalis que le confieren
numerosas  propiedades farmacoldgicas. Ademés,
presentan una amplia distribucién a nivel mundial y es de
facil acceso para mayores estudios, de manera que el
presente estudio pretende contribuir al conocimiento de
las propiedades antifingicas de M. officinalis sembrada
en Otuzco - La Libertad para el tratamiento de
infecciones producidas por dermatofitos. Por lo tanto, se
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pretende evaluar la actividad antifungica in vitro del
aceite esencial de Melissa officinalis sobre el crecimiento
de Microsporum gypseum ATCC 24102 y Trichophyton
rubrum ATCC 28188, y se espera que diferentes
concentraciones del aceite esencial inhiban el crecimiento
del dermatofito evaluado en proporcién directa a la
concentracion.  Esta investigacion servira para nuevas
investigaciones tendientes a producir farmacos naturales

de tratamiento a las dermatomicosis.

2. Materiales y Métodos

Material de estudio

- Cepa Microsporum gypseum ATCC 24102
- Cepa Trichophyton rubrum ATCC 28188
- Aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis

Métodos aplicados al material vegetal

Recoleccién de Producto vegetal

Se recolectaron 50 kg de hojas de Melissa officinalis
procedentes del distrito de Salpo, Provincia de Otuzco,
Region La Libertad. Para la determinacién taxonomica se
llevd un ejemplar de la especie vegetal al Herbarium
Truxiflense (HUT) de la Universidad Nacional de Truijillo

(Anexo 1).

Obtencion del aceite esencial de Melissa officinalis
Después de la recoleccion de la planta M. officinalis, se
procedid a seleccionar hojas frescas, enteras, grandes y
en buen estado; lavar y enjuagar con agua destilada, y
finalmente cortar en pedazos pequefios para su posterior
proceso.

El aceite esencial se extrajo mediante la técnica de
hidrodestilacién en equipo Clevenger (Castro et al., 2023;
Chizzola et al., 2018; Ehsani et al., 2017). Se obtuvieron 2
fases, una de aceite esencial y otra de agua, luego el
proceso de separacion se realizé por decantaciéon y
finalmente el aceite esencial se colocé en un frasco dmbar
estéril adecuadamente rotulado para ser conservado a

4°C hasta su posterior empleo.

Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de

Melissa officinalis
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La medicion de la densidad del aceite esencial de M.

officinalis se realizd con un picnémetro y para obtener la

solucién madre de 2000 ug/mL se realizé una dilucidn

con Tween 80 al 0.1% A partir de la solucién madre se

prepararon concentraciones de tratamiento a 125, 250,

400, 500, 600 y 700 pg/mL respectivamente (AnZlovar et

al, 2020; Chizzola et al., 2018; Randelovi¢ et al., 2023;
Valian et al,, 2023; Zheng et al., 2021).

Reactivacion de Microsporum gypseum ATCC 24102 y
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

La reactivacion de M. gypseum y T. rubrum se realizé
mediante el procedimiento establecido por KWIK-STIK
(Microbiologics, 2020), para lo cual se sembré en Agar
Sabouraud Dextrosa (ASD) y se incubd a 25 + 2 °C por 7
dias. Posteriormente, a partir del cultivo inicial se
obtuvieron cultivos puros y subcultivos en ASD en
condiciones de incubacion de 25 + 2 °C durante 7 dias
(AnZlovar et al., 2020).

Evaluacién del efecto del aceite esencial de Melissa
officinalis sobre el crecimiento radial de Microsporum
gypseum ATCC 24102 y Trichophyton rubrum ATCC
28188.

Se determin¢ el efecto del aceite esencial de las hojas de
M. officinalis a concentraciones de 125, 250, 400, 500, 600
y 700 pg/mL sobre el crecimiento de M. gypseum'y T.
rubrum mediante el método de dilucién en agar (Zabka
et al, 2009). Cada una de las concentraciones de
tratamiento fueron servidas en placas de Petri junto con
el ASD y para el control negativo sélo se sirvié ASD.
Posteriormente, a partir de los cultivos puros de M.
gypseum y T. rubrum, se sembraron por puntura en cada
una de las Placas de Petri que contenian las diferentes
concentraciones de tratamiento y el control. Luego se
incubaron a 25 + 2 ° C durante 7 dias.

Se realizaron 7 repeticiones para cada concentracion de

tratamiento, control y dermatofito.

Lectura

Transcurrido el periodo de incubacién se procedid a

medir el tamafio de las colonias (didmetro en mm)

empleando vernier digital. Luego se calculé el porcentaje

de inhibicién del crecimiento radial (Pl) mediante la
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siguiente formula (Baptista et al.,, 2015; lbrahim & Abd El-
Salam, 2015)

Pl (%) = (DC-DT) / DC x 100
Donde DCy DT son didmetros promedio de crecimiento
del hongo en el grupo control y los tratamientos,

respectivamente.

Procesamiento de los datos

Se calculd el promedio del crecimiento fungico para cada
tratamiento con el aceite de M. officinalis 125, 250, 400,
500, 600 y 700 pg/mL, y su respectivo control. Para
determinar si existe diferencia significativa entre los
tratamientos y el grupo control se utilizd la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de
significancia de hasta 5% (p < 0.05) (Hazra & Gogtay,
2016)

Aspectos éticos y regulatorios

Para la investigacion se solicité la autorizacion del
Instituto Nacional de Innovacion Agraria - INIA para
realizar la recoleccion y depdsito de muestras vegetales
de Melissa officinalis en el Herbarium Truxillense (HUT)
con el fin de identificacion, preservacion y conservaciéon

de la planta.

3. Resultados

En la investigacion se observé que las concentraciones de
tratamiento comprendidas entre 400 y 700 pyg/mL del
aceite esencial de M. officinalis no se observd crecimiento
de M. gypseumn. Sin embargo, a las concentraciones de
125y 250 ug/mL se observd crecimiento con didmetros
de colonia de 3510 y 10.89 mm respectivamente. El
control negativo presentd crecimiento con un didmetro
de 45.23 mm (Tabla 1).

En relaciéon con los porcentajes de inhibicion del
crecimiento de M. gypseum tratado con aceite esencial
de M. officinalis, el 100 % de inhibicion se observd a las
concentraciones de 400, 500, 600 y 700 ug/mL; y el 22.4
y 75.9 % de inhibicién del crecimiento fungico se observo
a las concentraciones del aceite esencial de 125 y 250

ug/L, respectivamente (Figura 1).
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En el andlisis estadistico realizado con la prueba de
Kruskal-Wallis se obtuvo un valor de p igual a 1.489x108
(menor a 0.05) determinandose que el didmetro de al
menos un grupo es diferente a los otros, es decir se
observé una diferencia significativa entre el grupo control
y los grupos de tratamiento con diferentes
concentraciones del aceite esencial de M. officinalisfrente
el crecimiento de M. gypseum.

Con respecto a 7. rubrum no se observd crecimiento en
ninguna de las concentraciones evaluadas a diferencia
del control negativo que present6 un diametro promedio
de crecimiento de 42.6 mm (Tabla 2). Por lo tanto, el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de 7. rubrum
frente a diferentes concentraciones (125, 250, 400, 500,
600y 700 ug/L) de M. officinalis fue del 100%.

En el analisis estadistico realizado con la prueba de
Kruskal-Wallis se obtuvo un valor de p igual a 1.401x108
(menor a 0.05) determinandose que el diametro de al
menos un grupo es diferente a los otros, es decir que
existe diferencia significativa entre el grupo control y los
grupos de tratamiento con diferentes concentraciones
del aceite esencial de M. officinalis frente el crecimiento

de 7. rubrum.

Tabla 1
Digmetro promedio del crecimiento (mm) de Microsporum

gypseum ATCC 24702 en las diferentes concentraciones de

tratamiento del aceite esencial de Melissa officinalls.

Concentraciones Diametro promedio (mm)

(ug/mL)
Melissa officinalis
C 45.23
125 35.1
250 10.89
400 0
500 0
600 0
700 0

Nota: C: Control (Agar Sabouraud Dextrosa); Valor de Kruskal
Wallis H= 47.497; p=: 1.489x108 ; grados de libertad (gL): 6
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Figura 1

Porcentaje de inhibicion del crecimiento (%) de Microsporum
gypseum ATCC 24102 en diferentes concentraciones del aceite
esencial de las hojas de Melissa officinalis
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Tabla 2
Didmetro promedio del crecimiento (mm) de Trichophyton
rubrum ATCC 28188 en las diferentes concentraciones de

tratamiento del aceite esencial de Melissa officinalis.

Concentraciones Diametro promedio (mm)

(ug/mL)

Melissa officinalis
C 42.6
125 -
250 -
400 -
500 -
600 -
700 -

Nota: C: Control (Agar Sabouraud Dextrosa); Valor de Kruskal
Wallis H= 47.630; p=: 1.401x10-¢ ; grados de libertad (gL): 6

4. Discusion

En la evaluacién del efecto de Melissa officinalis sobre el
crecimiento de Microsporum qypseum se observd que a
las concentraciones del aceite esencial de 125 y 250
pg/mL hubo crecimiento fungico con un diametro
promedio de colonia que corresponde a 35.10 y 10.88
mm, respectivamente; didmetros menores que el control
(45.23 mm). Con respecto a las concentraciones de 400,
500, 600 y 700 ug/mL, se observd inhibicién del
crecimiento fungico coincidiendo con investigaciones
realizadas por otros autores en especies de la familia
Lamiaceae que encontraron inhibicion del crecimiento en

hongos  productores de  dermatofitosis como
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Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton rubrum y
7. mentagrophytes (Ali-Shtayeh et al., 2019; AnZlovar et
al., 2020; Ibrahim & Abd El-Salam, 2015; Mahboubi et al.,
2017; Tullio et al.,, 2019). Con respecto a la evaluacién del
efecto de Melissa officinalis sobre el crecimiento de
Trichophyton rubrum se observé que en todas las
concentraciones trabajadas (125, 250, 400, 500, 600 y 700
ug/mL) el crecimiento fungico fue inhibido en su
totalidad. Estos resultados pueden relacionarse con la
presencia de terpenos en M. officinalis que presentan
actividad fungicida (Anzlovar et al., 2020).

Con relaciéon alos compuestos volétiles del aceite esencial
de M. officinalis, Ehsani et al. (2017) utilizaron la misma
técnica que este estudio, hidrodestilacién, e identificaron
la presencia de citronelal (37,33%), timol (11,96%), citral
(10,10%) y B-cariofileno (7,27) mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Castro et al. (2023), en su investigacién relacionada con
las técnicas utilizadas para la extraccion y fraccionamiento
de los fitoquimicos de M. officinalis, encontraron que el
aceite esencial presenta compuestos antibacterianos y
antifingicos como geranial, neral, citronelal, (-
Cariofileno, geraniol, isomentona, mentol, citronelato de
metilo, germacreno D, limoneno, a-cadinol, acetato de
geranilo y é&cido ursélico; siendo el geranial el
componente que se encuentra en mayor porcentaje y se
ha demostrado que posee actividades repelentes,
insecticidas, antitumorales y antifingicas e induce
alteraciones en la membrana de los microorganismos
(Petrisor et al., 2022).

Asi mismo, Zheng et al. (2021) comprobaron que el neral
y geranial tienen actividad antifungica contra
Trichophyton rubrumy demostraron que el mecanismo
de accidn de estos compuestos fitoquimicos esta dirigido
contra la biosintesis de ergosterol de la membrana celular
del hongo. Como resultado se observéd que el geranial
presentd mayor efecto antifingico que el neral teniendo
en consideracidon que presentd mayor inhibicion del
crecimiento fungico, mayor fuga celular, incremento en el
dafio de la membrana conidial, mayor cantidad de
micelio arrugado, elevada fuga de material celular por el
dafio de la membrana y cambios morfoldgicos. De igual
manera, el geranial afectd en mayor proporcion la

biosintesis de ergosterol, en comparacién con el neral al
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estimular la sintesis de 7-Dehidrodesmosterol y Cholesta-
5,7,22,24-tetraen-3[B-ol, cuando la sintesis de ERG6 se vio
afectado.

Por otro lado, El Oudi et al. (2017) demostrd la accion
antifungica del aceite esencial de M. officinalis contra
hongos fitopatdbgenos de  manzana  (Botrytis
cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer) 'y
determiné que los principales compuestos del aceite
esencial fueron P-mentha-1,2,3-triol (13,1%), P-menth-3-
en-8-ol (8,8%), pulegona (8,8%), Oxido de piperitana
(8,4%) y 6xido de 2-piperitona (7,3%); sin embargo, los
investigadores concuerdan en que la accién antifingica
no soélo depende de estos compuestos, también
participan otros componentes fitoquimicos de manera
sinérgica o antagdnica obteniendo como resultado el
aumento en la permeabilidad celular , destruccién de la
membrana externa fungica y cambios en la morfologia

del hongo al reducirse el tamafio.

5. Conclusiones

El aceite esencial de Melissa officinalis inhibe el
crecimiento de Microsporum gypseum en relaciéon
directa a la concentracién, produciendo inhibicion total
del crecimiento a partir de 400 a 700 pg/mL. Las
concentraciones de 125 y 250 pg/mL disminuyen el
crecimiento respecto al control.

El aceite esencial de Melissa officinalis inhibe totalmente
el crecimiento de Trichophyton rubrum en todas las

concentraciones evaluadas.
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