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ARTICULO ORIGINAL

ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO Y METABOLITOS DEL ACEITE ESENCIAL

DE LAS HOJAS DE Minthostachys mollis (MUNA)

Carlos Cano'-2, Pablo Bonilla®?, Mirtha Roque®®, Julio Ruiz>?

RESUMEN

Objetivos. Demostrar la actividad antimicética in vitro y la elucidacion de algunos de los metabolitos del aceite esencial de hojas de
Minthostachys mollis (mufia) proveniente del distrito de Huacrapuquio (2700 msnm), Junin. Materiales y métodos. E| aceite esencial
se obtuvo por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua. Este fue sometido a analisis fisico-quimico y determinacion de la
composiciéon quimica mediante cromatografia de gases. Mediante el método de agar en difusién se evalué la inhibicién del crecimiento
fungico de Candida albicans y también por el método de dilucion en tubo para Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagrophytes,
Microsporun canis. Resultados. Se encontraron los siguientes monoterpenos: pulegona, mentona, limoneno y mirceno. El aceite esencial
de muna inhibié completamente el desarrollo de T. tonsurasn, T. mentagrophytes y M. canis con ambos métodos de evaluacion y dosis,
para C. albicans se logré un halo de inhibicién de 30 mm para el aceite esencial al 100% y de 35 mm al 50%. Conclusiones. Se demostré
la actividad antimicética del aceite esencial de mufia, probablemente por la accién de los monoterpenos encontrados.

Palabras clave. Fitoterapia; Aceites volatiles; Dermatofitos;, Monoterpenos (fuente: DeCS BIREME).

IN VITRO ANTIFUNGAL ACTIVITY AND METABOLITES OF THE ESSENTIAL OIL OF
Minthostachys mollis (MUNA) LEAVES

ABSTRACT

Objectives. Demonstrate the antifungal activity in vitro and elucidation of some metabolites of the essential oil of Minthostachys mollis
(munfa) leaves from the Huacrapuquio district (2700 m), Junin (Central Peruvian Andes). Material and methods. The essential oil was
obtained by the distillation method by drag of water vapor. This was performed to physical-chemical analysis and identification of the
chemical composition by gas chromatography. By agar diffusion method was evaluated inhibition of fungal growth of Candida albicans
and by tube dilution method to Trichophytun tonsurans Trichophytun mentagrophytes and Microsporun canis. Results. The following
monoterpenes were found: pulegone, menthone, limoneno and myrcene. The mufa essential oil completely inhibited T. fonsurasn, T.
mentagrophytes and M. canis with both evaluation methods and doses, to C. albicans was a inhibition zone diameters of 30 mm for the
essential oil to 100 % and 35 mm to 50%. Conclusions. We showed the antifungal activity of mufia essential oil, probably by the action

of the monoterpenes found.

Key words: Phytotherapy; Oils; volatile; Dermatophytes; Monoterpenes (source: MesH NLM).

INTRODUCCION

El Peru presenta una riqueza y megadiversidad de plantas
medicinales nativas, que es uno de los pilares de la
etnofarmacologia y la medicina tradicional, desde la época
del Incanato hasta la actualidad. Siendo estas utilizadas en
forma empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y
restauracion de la salud .

Dentro de este contexto, los aceites esenciales (AE) son
productos naturales de gran valor e importancia econémica @),
La bioactividad de los AE se investiga a partir de los efectos
farmacologicos que son producidos por sus metabolitos, los
cuales son obtenidos por diferentes técnicas fisicoquimicas a
partir de las hojas .

Son pocas las plantas peruanas que han validado su uso
tradicional, una de estas es la Minthostachys mollis, conocida
popularmente como mufia, la cual es usada para el tratamiento
de dolencias de vias respiratorias y digestivas *). La mufia
habita en los diferentes pisos ecolégicos de nuestra serrania,

1

de San Marcos. Lima, Peru.

crece entre 2500 y 3500 msnm, donde existe en abundancia.
Es una planta hemicriptéfila que durante el invierno —frio y
seco— desaparecen sus hojas para brotar nuevamente con las
primeras lluvias de la primavera ©).

Diversos estudios han mostrado su efecto antibacteriano &7
e insecticida ®, otros han explorado que metabolitos estan
presentes en su aceite esencial '), Sin embargo, poco se
ha explorado sobre su efecto antimicoético, lo cual fue objeto de
nuestro estudio.

MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION DE LA MUESTRA

La planta fue recolectada entre septiembre y octubre del 2005
(periodo de floracién) en el distrito de Huacrapuquio (2700
msnm), ubicado a 10 km al sur de la provincia de Tarma,
departamento de Junin; fueron cortadas con una hoz a unos
10 cm por encima de la superficie del suelo de las laderas de
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los cerros y zonas pedregosas. Luego se separaron las hojas
y fueron estabilizadas por 24 horas. La muestra fue reconocida
como Minthostachys mollis (Kunt/rises) segun el sistema de
clasificacion de Engler & Prantil modificado por Melchor por el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (UNMSM) en Lima, Peru.

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

La extracciéon del aceite esencial de “mufia” se realiz6é con el
método de arrastre con vapor de agua - en el Laboratorio de
Quimica Organica de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional de Ingenieria (Lima, Perd) en noviembre de 2005,
obteniéndose 21 mL de aceite esencial después de procesar
10 kg de muha.

Para ello se colocé 1,5 kg de “mufia” en cada canastilla de una
autoclave, asegurando que no esté en contacto directo con el
agua; luego, se calentd hasta el desprendimiento de vapor de
agua conteniendo el aceite esencial a través de los refrigeran-
tes de vidrio, siendo recolectados en una pera de decantacion;
se dejo en reposo hasta observar la separacion del agua y del
aceite, procediéndose luego a su decantacion. El aceite obte-
nido fue sometido a desecaciéon con sulfato de sodio anhidro;
luego fue filtrado con ayuda de una bomba de vacio, finalmente
el aceite se depositd en frasco oscuro cerrado herméticamente
que fue almacenado en refrigeracion hasta su uso.

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE GASES

El aceite esencial obtenido fue analizado en marzo de 2006
en el Laboratorio de Investigacion y Quimica Aplicada de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de
Ingenieria, por cromatografia de gases, basado en el tiempo
de retencion de algunos de los componentes, luego mediante
estandares conocidos se determiné la composicion cuali-cuanti
centesimal de cuatro monoterpenos (limoneno, mentona,
pulegona y mentol) del aceite esencial de la mufa.

DETERMINACION IN VITRO DE LAACTIVIDADANTIFUNGICA
DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys mollis

Se uso6 cepas de Microsporum canis, Trichophyton mentagro-
phytes, Trichophyton tonsurans obtenidas de muestras clinicas
y proporcionadas por el Departamento de Micologia del Institu-
to de Medicina Tropical “Daniel A. Carrién” de la UNMSM; asi
como la cepa Candida albicans ATCC 32148 proporcionada por
el Instituto de Microbiologia “Simon Pérez Alva” de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.

Agar en difusién ©). Con este método se ensayaron las cuatro
cepas fungicas. Se us6 20 ML de agar dextrosa Sabouraud
fundido a 45 °C que fueron asépticamente mezclados con
1 mL de la suspensién fingica (1 x 10* UFC/mL) en placas
petri de 100 mm x 15 mm. Luego se hizo pozos de 11 mm de
diametro donde se inoculd 0,1 mL del aceite esencial de mufia
(al 50 6 100% segun correspondia). Se dejé reposar por 30
minutos a temperatura ambiente y se incubé a 28 °C de 14 a 21
dias segun el hongo en evaluacion, luego se realizé la lectura,
registrando el diametro de los halos de inhibicién. Las pruebas
se realizaron por triplicado y con un grupo control (alcohol).

Dilucién en tubo ('>'¥, Con este método se ensayaron las
cepas de M. canis, T. mentagrophytes y T. tonsurans. Se us6

el agar selectivo para dermatofitos (DTM) segun la férmula de
Taplin. Se prepararon las suspensiones de los dermatofitos a
partir de la mezcla resultante de conidias y fragmentos hifales
de cultivos obtenidos en cultivos previos, que fueron mezclados
con 10 mL de agua destilada, se les separé de las particulas
pesadas por sedimentacién y fueron homogeneizadas con
un mezclador de vértice. Su densidad fue ajustada con un
espectrofotometro en una longitud de onda de 530 nm para
obtener indculos estandartizados (0,6 a 3 x 108 UFC/mL).

Las diluciones se prepararon usando 5 y 50 uL del aceite
esencial de mufia diluido en 10 mL del agar DTM fundido e
inoculado con el dermatofito de prueba. La lectura de la prueba
fue medida segun la presencia o ausencia del crecimiento de
los hongos. Las pruebas se realizaron por triplicado y con un
grupo control (alcohol).

RESULTADOS

CARACTERISTICAS Y METABOLITOS DEL ACEITE ESEN-
CIAL DE MUNA

El rendimiento del proceso de extraccion del aceite esencial
de “mufia” por el método de arrastre con vapor de agua, fue
de 0,19% p/p. Las caracteristicas organolépticas y propiedades
fisicoquimicas se detallan en la tabla 1. Por el analisis de
cromatografia de gases se encontré en mayor proporcion
pulegona, luego mentona y limoneno, sin encontrarse mentol
(Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicoquimicas del
aceite esencial de mufia.

Caracteristicas organolépticas

Color Ligeramente verde amarillento
Olor Aroma agradable (similar al mentol)
Sabor Picante fresco, no persistente
Aspecto Liquido fluido y transparente

Propiedades fisicoquimicas

Densidad relativa (25 °C) 0,9189
indice de refraccion (20 °C) 1,4727
Rotacién especifica (20 °C) +3°45°
Solubilidad en etanol 95%

Tabla 2. Porcentaje de terpenoides obtenidos en la muestra del aceite
esencial de Minthostachys mollis (hojas) por cromatografia de gases.

Metabolito Tiempo de retencion (min) Composicion
Pulegona 13,20 36,68
Mentona 11,09 24,24
Limoneno 5,32 0,77
Mirceno Trazas
Mentol 12,80 No detectable
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Figura 1. Efecto antimicético in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (AEMM). (a) Halo inhibitorio del AEMM al 100% sobre el desarrollo de
C. albicans con el método de agar difusion; (b) A la derecha se observa el crecimiento de M. canis en el grupo control, a la izquierda no hay desarrollo
del hongo en toda la placa a ambas dosis de AEMM; con el método de dilucién en tubo se evidencia crecimiento fungico en los tubos control (derecha)
a diferencia de los tubos con AEMM (izquierda), tanto para (c) M. canis; (d) T. tonsurans y (e) T. mentagrophytes.

ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

C. albicans. Se observo un halo inhibitorio de 30 mm con el
aceite esencial de mufia al 100% y de 35 mm al 50%. No se
observo halo en las placas control.

T. tonsurans, M canis y T. mentagrophytes. No se observo
crecimiento fungico en todo el diametro de las placas con aceite
esencial de mufa al 50 y 100% para todos los dermatofitos
ensayados con la prueba de difusién de agar. Las placas
controles no presentaron halo inhibitorio. Para la prueba de
dilucion en tubo no se evidencioé crecimiento en ambas dosis (5
y 50 pL) para todos los dermatofitos (Figura 1).

DISCUSION

Por los resultados de la densidad y el indice de refraccion del
aceite esencial de mufia podria preverse que esté conformado
por sustancias oxigenadas aromaticas o aliciclicas '3, resul-
tados que fueron corroborados por la cromatografia de gases
identificando principalmente tres monoterpenos: pulegona,
mentona y limoneno que han sido previamente identificados en
otros estudios (101,
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El aceite esencial de “mufia” presentd efectos antimicéticos
frente a cepas de Candida albicans a las concentraciones de
50 y 100% vy frente a los dermatofitos: (Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton tonsurans) son
sensibles también en los volimenes ensayados de 5y 50 pL.

Se reconoce que los AE dependen de sus propiedades lipofilicas
o hidrofilicas. Los terpenoides pueden servir como un ejemplo
de agentes liposolubles, los cuales afectan la actividad de las
enzimas catalizadoras a nivel de membrana, por ej. ciertos
componentes del AE pueden actuar como desacopladores,
los cuales interfieren en la translocacion de protones sobre la
membrana y subsecuentemente interrumpir por la fosforilacion
del ADP (14,

En la accion antimicética de los metabolitos secundarios,
interviene el caracter lipofilico e hidrofilico de sus grupos
funcionales y a la polaridad que poseen, para poder tener
propiedades antisépticas, antimicrobianas y antimicdticas,
siendo esta actividad biolégica de mayor a menor en fenoles,
aldehidos, cetonas, alcoholes y éteres. Los esfuerzos para
encontrar una correlaciéon entre la composicion y bioactividad
de los aceites esenciales no han sido totalmente dilucidadas.
Se presume que la actividad biolégica de estos AE no esta
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determinada por la cantidad de monoterpenos, sino mas bien
por su tasa de proporcionalidad (1419),

Se han reportado que algunos aceites esenciales pueden ser
mas efectivos que los agentes sintéticos (antimicoticos) (1516),
aspecto que podria ser motivo de una futura investigacion,
comparando el AE de muia frente a antimicoéticos comerciales

incluyendo un mayor nimero de repeticiones por ensayo.

La naturaleza es, y seguira siendo la fuente de una amplia
variedad de moléculas bioactivas que podrian ser utilizadas
como base para el disefio y la formulacién de nuevas
generaciones de medicamentos con el fin de solucionar
diversos problemas de salud. El objetivo de esta busqueda
debe ser el descubrimiento de farmacos con mayor espectro,
menos efectos adversos y menor costo que los existentes.

Las dermatomicosis son un problema frecuente en la poblacion
(7.18) por lo que el AE de mufa podria ser una alternativa
terapedtica; sin embargo, aun se requieren estudios que
puedan evaluar formulados en forma de crema a diferentes
concentraciones de AE (25% - 50%) y en animales de
experimentacion (%29 para luego poder validar su posible uso
en humanos "),
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