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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar el efecto in vitro del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis sobre el crecimiento de Microsporum canis. Para
ello se prepar6 y esteriliz6 el medio agar Sabouraud Dextrosa conteniendo
concentraciones de dicho aceite esencial de 0 (control), 0.05, 0.10, 0.20 y 0.40 %,
respectivamente; se sembré por puntura central un fragmento de micelio
proveniente de un cultivo monosporico del hongo en estudio, se incub6 a 25+2°C
hasta 21 dias y se realizaron las lecturas del crecimiento micelial en centimetros de
diametro. Se encontr6 que el aceite esencial de R. officinalis en todas las
concentraciones ensayadas (20.05%) inhiben el crecimiento de M. canis. Se
concluye que, el aceite esencial de R. officinalis en la concentracion = 0.05% inhibe

completamente el crecimiento de M. canis

Palabras clave: Rosmarinus officinalis, aceites volatiles, micelio
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ABSTRACT

The objective of this thesis work was to evaluate the in vitro effect of Rosmarinus
officinalis essential oil on the growth of Microsporum canis. For this purpose, the
Sabouraud Dextrose agar medium was prepared and sterilized, containing
concentrations of said essential oil of 0 (control), 0.05, 0.10, 0.20 and 0.40%,
respectively; A fragment of mycelium from a monosporic culture of the fungus under
study was planted by central puncture, incubated at 25+2°C for up to 21 days and
readings of mycelial growth in centimeters of diameter were made. It was found that
the essential oil of R. officinalis at all concentrations tested (20.05%) inhibited the
growth of M. canis. It is concluded that the essential oil of R. officinalis at a

concentration = 0.05% completely inhibits the growth of M. canis.

Keywords: Rosmarinus officinalis, volatile oil, mycelium
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l. INTRODUCCION

Las infecciones fungicas superficiales (IFS) son infecciones que afectan la capa
queratinizada de la piel, ufias y cabello y que son causadas principalmente por
dermatofitos (1).Trichophyton rubrum es el dermatofito aislado con mas frecuencia
(70,10%), le siguen T. mentagrophytes, Microsporum canis y Epidermophyton
floccosum con un 15.10, 9.40 y 4.00% respectivamente (2).

En el &rea clinica existe alta sospecha de infeccién por dermatofitos en pacientes
con alopecia, escamas, despigmentacion, costras, con intenso prurito, en cabeza,
cuello, miembros superiores e inferiores (3). La tifia de cuero cabelludo (TCC), es
una infeccién dermatofitica prevalente en nifios con clinica heterogénea, segun el
tipo de hongo, con tasas altas de hasta el 59% siendo mayor en paises
subdesarrollados. El diagndstico definitivo se realiza por examen micoldgico directo
y por cultivo y el tratamiento es local y sistémico, aplicando medidas profilacticas
como evitar el contacto con animales de riesgo y fomites contaminados con M.
canis a fin de evitar un brote epidémico o una reinfeccién del paciente (4). La terapia
antimicética topica es 0til para reducir la transmisién de esporas y es usada como
terapia adyuvante de los antimicéticos sistémicos; por otro lado, la terapia
combinada con antimicoticos topicos y orales incrementa la tasa de una evolucion

favorable (5).

La distribucion de TCC epidemiolégicamente es cambiante entre regiones ya a nivel
local, nacional e internacional (6). Esta tifia es causada con mayor frecuencia por
Trichophyton tonsurans y M. canis, con una incidencia mayor en nifios de 3y 7 afios

respectivamente (7).

M. canis es un hongo zoonaotico que causa dermatofitosis en animales domésticos
y humanos siendo el principal reservorio los gatos. Se han reportado datos que el
tratamiento anti fungico farmacologico causa efectos adversos, siendo uno de ellos
la insuficiencia venosa cronica, la diabetes mellitus, trastornos de inmunidad celular

y la predisposicion genética; por lo que se ha incrementado la demanda de los



tratamientos alternativos utilizando los aceites esenciales, siendo para la presente

investigacion el de Rosmarinus officinalis (8).

Los aceites esenciales (AE) estan constituidos por compuestos fitoquimicos como
los fenoles, terpenoides, aldehidos, cetonas, éteres, epoxidos y otros mas, que
influyen en la efectividad contra diferentes patdégenos entre ellas protozoarios,

helmintos, hongos, virus, bacterias e insectos en sus distintos estados (9).

También se ha encontrado que los AE ejercen efecto hepatoprotector en dosis de
5 y 10 mg/kg al disminuir la actividad de transaminasas (AST y ALT) hasta 2 veces
en el suero de animales (ratas) tratadas con tetracloruro de carbono que induce

dafio a nivel hepatico (10).

Como se sabe, el uso terapéutico de la medicina natural se aplica desde la
antigiiedad como una alternativa farmacoldgica para tratar las enfermedades; sin
embargo, aun falta evidencia cientifica suficiente que consolide dicho conocimiento
dentro de los sistemas de salud. Para la OMS, los medicamentos naturales son
hierbas, extractos y preparaciones que presentan ciertos principios activos, cuyo
uso estd normado y universalmente reconocido como seguro y eficaz (11); a su
vez también, la OMS informa que en los paises en vias de desarrollo,
aproximadamente 80% de ciudadanos utilizan la medicina tradicional en beneficio
de su salud, no obstante, el 25 % de los medicamentos prescritos en el mundo se

derivan de plantas (12).

En los dltimos afios, existe mayor interés por la medicina natural, aun con
recomendacion baja por personal sanitario y las comunidades rurales con poco
acceso a los productos farmacéuticos ya por carencia de farmacias en las
comunidades o de personal sanitario en instituciones laborales y por los precios de
los productos farmacéuticos que no estan alcance de la poblacién; por otro lado,
la idiosincrasia de la poblacion y el dificil acceso a las comunidades rurales, la
poblacion hace uso de la medicina natural, la cual esta al alcance de la poblacion,

en relacion a la atencion primaria de salud.



Peru tiene 84 ecorregiones de las 107 que tiene el mundo con gran biodiversidad;
respecto a la flora, el Perd tiene el 7% de plantas que tiene el planeta,
correspondiendo al 60% de la flora estudiada y de ellas 1400 especies son de uso
medicinal, y muchas de ellas no han sido estudiadas en su totalidad (13). En
chachapoyas las plantas medicinales, para ciertas enfermedades en su mayoria
son utilizadas por la clase social baja, siendo menor en las clases intermedia y alta;
se adquieren en los mercados y las formas de consumo esta dada mas por la
cultura andina que por conocimiento cientifico (14). En Piura, no se ha encontrado
reportes de dermatofitosis, a pesar que en la clinica diaria se observan pacientes
con enfermedades dermatolégicas importantes, en gatos y en perros, ademas de

terapias erréneas sin el correcto diagnostico etiolégico (15).

En el presente proyecto se propuso como problema estudiar ¢ Cual es el efecto de
la concentracion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis Stapf “romero” sobre
el crecimiento micelial de Microsporum canis. in vitro?, y como respuesta a este
problema se plante6 la hipétesis siguiente: A medida que se incrementa la
concentracion del aceite esencial de R. officinalis “romero”, disminuira el
crecimiento micelial de M. canis in vitro. Se tuvo como objetivo general: Evaluar el
efecto in vitro de la concentracion del aceite esencial de R. officinalis sobre el
crecimiento micelial de M. canis, y como objetivos especificos: Extraer el aceite
esencial de R. officinalis, determinar la tasa de crecimiento micelial y el porcentaje

de inhibicién de crecimiento micelial de M. canis.

Por todo lo expuesto anteriormente nacio el interés en realizar el trabajo de
investigacién, por un lado, para conocer el efecto del aceite esencial de R.
officinalis, conocida como romero, planta domestica que pertenece a la familia
Lamiaceae originaria de la regiébn mediterranea y cultivada en todo el mundo, con
multiples propiedades benéficas y, por otro lado, para presentar un producto natural
que permita disminuir la morbimortalidad causada por dermatofitosis el cual esta

afectando la economia de la poblacion debido a un tratamiento costoso e ineficaz.

El estado emocional se ve afectado por la cicatriz que deja la lesiébn y mas aun si

son TCC complicadas. Dicha investigacion se realizo in vitro, en el laboratorio de



Universidad Nacional de Trujillo en el 2023 siendo la variable independiente las
cuatro concentraciones del AE de Rosmarinus officinalis y la variable dependiente
el crecimiento micelial de M. canis. La metodologia fue de tipo basica experimental,
teniendo como universo el AE de Rosmarinus officinalis a distintas concentraciones

y el M. canis en cultivo.

Dentro de las limitaciones se tuvo que hay pocos trabajos que han abordado el
mecanismo de accion de los AE, la mayoria solo miden el halo de inhibicion a

diferentes concentraciones.

Se espera que como resultado del presente trabajo de investigacion se utilice dicho
aceite esencial en el tratamiento concomitante con el farmacoldgico en pacientes

con tifa.



II. MARCO TEORICO

Se han identificado aproximadamente 150 moléculas que constituyen el aceite
esencial (AE) de R. officinalis, siendo las mas frecuentes 1,8-cineol, a-pineno y
alcanfor. Este AE presenta accidn antiinflamatoria basicamente por, bloqueo de la
transcripcion de NF-kB y la inhibicién de la cascada del 4cido araquidonico, para
procesos agudos y no se ha registrado respuesta para procesos cronicos ; tiene
actividad antioxidante presenta actividad relajante del masculo liso que contribuye
a mejorar de las enfermedades inflamatorias de las vias respiratorias; también se
ha encontrado que tiene baja toxicidad y su uso es como un producto formulado en

nano emulsiones a fin de mejorar su biodisponibilidad (16).

A nivel in vitro se ha identificado que el AE de romero presenta actividad
antimicética sobre M. canis; para ello se trabajé con aislados de M. canis de
muestras clinicas de animales domésticos menores, el AE de romero que se extrajo
por el método de arrastre a vapor de agua. Se cultivd M. canis en agar Sabouraud
dextrosa + cloranfenicol (17), y enfrentadas a diferentes concentraciones desde 250
hasta 100000 ppm, utilizando control positivo de solucion de ketoconazol al 1% y
como control negativo solucién salina estéril resultando que este hongo es sensible

a partir de la concentracion de 50000ppm (18).

Se ha reportado que el AE de Salvia officinalis “salvia”, Coriandrum sativum
‘cilantro”, R. officinalis “romero”, Nigella sativa” comino negro”, Juniperus
oxycedrus” enebro espinoso”, Pelargonium graveolens “geranio”, Origanum vulgare
‘orégano” y Artemisia herba alba “ajenjo”,tienen efecto inhibitorio sobre la activacion
de NF-kB (19), (proteinas que controlan funciones de crecimiento y la supervivencia
celular), por lo que se espera que todos los AE,.incluido el de estudio en nuestra
tesis tiene efectos similares con menor porcentaje. Se ha evaluado
concentraciones de hasta 0,25 pL/mL sobre macrofagos humanos THP-1 que
portan el indicador de NF-kB; Encontrandose que el AE de cilantro, geranio y ajenjo
son muy activos disminuyendo hasta mas del 50 % la expresién del ARNm de IL-6,
IL-1B, TNF-a y COX-2 en macréfagos THP-1 estimulados con LPS; los AE de las

plantas anteriormente descritas inhiben >50 % de la actividad de la caspasa-1; por



lo que los AE son efectores antiinflamatorios al educir mediadores inflamatorios
involucrados en la génesis de varias enfermedades (20).

M. canis es un dermatofito que causa alopecia multifocal, descamacién y lesiones
circulares en animales y humanos, con distintos tratamientos y con un fracaso de
los mismos mayor al 40%. La falta de métodos de susceptibilidad fungica para M.
canis no permite evaluar las tasas de resistencia farmacolégica; por ello en
enfermedades extensas un tratamiento exitoso requiere el uso simultaneo de

medicamentos antimicoticos topicos y sistémicos (21).

La infeccion por M canis también es un problema en el campo de la salud
ocupacional, ya que se ha reportado que criadores de gatos han sido afectados e
inclusive contagiando a sus menores hijos. En este estudio se encontré segun la
técnica de cepillo que 158 gatos el (35%) fueron positivo M. canis, ademas es
altamente transmisible entre gatos (22). También se ha reportado en muestras de
pelo de gato con y sin lesiones cutaneas, por la técnica de Mackenzie, el 31,16%
dieron positivo al examen con KOH al 10 %, los que fueron cultivados para la
identificacion micoldgica respectiva; encontrandose por electroforesis y reaccion de
cadena de polimerasa (PCR), que el 13,04% estaban infectados con M. canis (23).

Trabajos con R. officinalis muestran actividades de antioxidante, antidiabética,
antiinflamatoria, antitrombdética, hepatoprotectora y anticancerigena; para ello se ha
estudiado los efectos del AE de romero sobre alteraciones renales bioquimicas,
histol6gicas e inmunohistoquimicas en ratas inducidas por estreptozotocina (STZ2),
observandose una disminucién del dafio renal causado por diabetes, debido a la
accion antioxidante, antiinflamatoria, anti apoptotica, proliferativa y anti
hiperglucémica. En otro grupo experimental conformado por la combinacion de
insulina y AE de romero genero la recuperacion de la glucosa sérica, la funcion
renal, los marcadores antioxidantes y la histologia de la corteza renal; por lo que el

AE de R. officinalis presenta efectos nefro protectores en diabetes (24).

Por otro lado, también se reporta que R. officinalis presenta importantes efectos
clinicos sobre el estado de animo, el aprendizaje, la memoria, el dolor, la ansiedad

y el suefio; esto debido a que el AE presenta propiedades antiinflamatorias,



analgésicas, ansioliticas y estimulante de la memoria cuyos responsables de estas

acciones serian especialmente el acido carndsico, acido rosmarinico (25).

Al evaluar los efectos potenciales de diferentes extractos de romero sobre la funcion
inmune humana, existe poca evidencia en humanos para apoyar este efecto
positivo. Se ha encontrado el potencial del romero radica en sus principales
componentes activos ya que actian como ingredientes dietéticos con funcién

inmunomoduladora (26).

Los efectos de los AE en concentraciones 0,5y 1% de extractos de R. officinalis ,
Cinnamomum verum, Citrus paradisi y Capsicum annuum sobre el crecimiento de
Rhizopus stolonifer, Trichophyton mentagrophytes; por otro lado, la combinacion de
estos AE en la concentracion del 0,5 % sobre el crecimiento de Microsporum
gypseum, a los 7, 14 y 21 dias de incubacion, se encontré que la combinacion de
los AE muestran una inhibicion del crecimiento similar a los presentados por R.
officinalis, C. verum y C. paradisi de manera individual y estos ultimos AE pueden
ser usados en el tratamiento tépico de enfermedades fungicas oportunistas y
dermatofitos (27).

En un trabajo donde se compara el efecto de un champu con AE de Thymus
serpyllum (2%), O. wvulgar (5%) y R. officinalis (5%) y otro con
miconazol/clorhexidina, ambos grupos fueron tratados con itraconazol oral a una
dosificacion de 5 mg/kg/dia por 6 semanas; Encontrandose como resultado la
curacién completa en la semana 11 del tratamiento sin mostrar efectos adversos,
siendo mayor la Velocidad de resolucion en las areas lesiones focales; por ello
dichos autores proponen a los AE como una importante alternativa natural al

tratamiento topico convencional (28).

Los AE obtenidos de Eucalyptus globulus, O. vulgare, R. officinalis, Litsea cubeba,
F. vulgare y otros mas, mostraron notables diferencias en el efecto sobre el
crecimiento de dermatofitos; asi, los AE mas efectivos fueron de O. vulgare (rango
MIC 0,025%-0,5%) y de Litsea cubeba (rango MIC 0,025%-1,5%). F. vulgare

mostré una eficacia moderada contra M gypseum (29).



La actividad de los extractos de R. officinalis. vulgaris, y O. majoran contra, M canis,
T. mentagrophytes T. rubrum, T. tonsurans, M. gypseum y E. floccosum fue
determinada mediante ensayo de difusion en agar; encontrandose que el aceite de
T. vulgaris, inhibié completamente el crecimiento de los dermatofitos en estudio.
Por otro lado, los AE de T. vulgaris estan constituidos por moléculas tales como o-
cimeno, p-terpineno, timol y carvacrol; los de R officinalis, por terpinen-4-ol y 1,8-

cineol; y los de O. majorana, por terpinen-4-ol y timo (30).

También se ha reportado en un estudio que incluye a 14 AE con actividad
antifingica segun el método de dilucion en agar, sobre el crecimiento micelial de
M. gypseum, M. canis, T. mentagrophytes, T. violaceum, Aspergillus niger,
Scopulariopsis brevicauli aislados de piel de perro; se encontrd que el mayor efecto
sobre los hongos en estudio fue el AE de canela, tomillo, clavo, geranio y manuka.
El efecto mas fuerte sobre los hongos dermatomicetos fue de cinamaldehido,Y los
componentes de los AE mas activos fueron el timol y carvacrol con valores de
0,039-1,25 pg/pL (MIC) y 0,078-1,25 ug/uL (MFC). Estos resultados permiten su
aplicabilidad de los AE como alternativas a los productos farmacoldgicos

comerciales en la lucha con la dermatofitosis animal y humana (31).

La tifla, ha sido consideraba como una infecciébn cutanea menor y de facil
tratamiento superficial; sin embargo, en los ultimos tiempos su tratamiento plantea
nuevos desafios. Como se sabe la dermatofitosis es una infeccién fungica
superficial del tejido queratinizado (piel, cabello y wufias) por Ilos
dermatofitos: Trichophyton Epidermophyton y Microsporum. Los métodos de
diagnéstico de laboratorio ahora se han fundamentado mediante la caracterizacion

molecular (32).

Se ha formulado una locién capilar al 1 % del extracto metanolico de R. officinalis
con la finalidad del posible crecimiento del pelo en ratones; en el extracto se ha
identificado proteinas, aminoacidos, grasas y aceites, esteroides, glucésidos,
compuestos fendlicos, flavonoides, aceite volatil y vitaminas; para control se ha

utilizado una solucién acuosa de minoxidil al 2% como estandar; encontrandose



gue la locion capilar permitié buen crecimiento del pelo en relaciéon con estandar
(33).

R. officinalis (romero) es una planta doméstica comun con hojas en forma de aguja
y flores blancas que pertenece a la familia Lamiaceae (34). Esta planta medicinal
originaria de la region mediterranea y cultivada en todo el mundo R. officinalis. esta
constituida por moléculas bioactivas, los fitocompuestos, responsables de
implementar diversas actividades farmacoldgicas, como antiinflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana, antiproliferativa, antitumoral y protectora, inhibitoria y
atenuante (35), y analgésico, ansiolitico y estimulante de la memoria. A su vez
evidencia una nueva percepcion para futuras investigaciones sobre constituyentes

aislados, especialmente acido carnésico, acido rosmarinico (36).

El AE de R officinalis, es una mezcla compuesta de metabolitos secundarios
derivados de plantas, exhibe actividad antifUngica contra especies de candida
virulentas (37). Quimicamente, el aceite de romero (obtenido por destilacion al
vapor) comprende 1,8-cineol (20-50 %), a-pineno (15-25 %), alcanfor (10-25 %),
acetato de bornilo (1-5 %), borneol (1-6 %), canfeno (5-10 %), a-terpineol (12-24

%), limoneno, B-pineno, B-cariofileno y mirceno (38).

El mecanismo de accién AE en microorganismos se desconoce a fondo, se dice
que los componentes de AE, posee propiedades lipofilicas, destruyendo las
paredes celulares y la membrana citoplasméatica de bacterias y hongos, logrando
fuga del citoplasma y su coagulacién. Los AE inhiben la sintesis de ADN, ARN,
proteinas y polisacaridos en las células de hongos y bacterias. Ademas, también

pueden dificultar la produccion de enzimas o inhibirlas (39).

El romero con mdultiples usos y propiedades y utilizado en la cosmetologia,
gastronomia, conservante de alimentos, estimulante capilar, como aroma de
perfumes y fragancias, aditivo de shampoo, crema y jabén, uso como colorantes
naturales de enjuagues bucales y perfumes. Su potencial antioxidante controla la

oxidacion de lipidos de los alimentos interrumpiendo las reacciones generadas por



los radicales libres, siendo utilizados en la preservacion de alimentos procesados
(40).

A su vez A.E desde la antigiiedad los AE se usan en balneoterapia y aromaterapia,
asi como en la via topica como antiséptico y cicatrizante de heridas, y como
rubefaciente, analgésico y antiparasitario y crecimiento capilar (41).

La dermatofitosis por M. canis es de transmision directo o indirecta, por pelo, piel o
costras contaminadas o por contacto de material contaminado con fémites, de un
portador asintomatico o sintomatico respectivamente, siendo el gato el principal
portador (42), los animales asintomaticos propagan hasta un 50 % la infeccion a
humanos (43). Ciertas circunstancias favorecen estas infecciones siendo la
humedad, habitos higiénicos no favorables, el hacinamiento, también el uso, de

duchas comunitarias, de calzado cerrado, ropa sintética, etc. (44).

Entre los afios 2015-2022 se muestra estabilidad en la incidencia de M. canis
zoofilico, Trichophyton violaceum antropofilico y Trichophyton tonsurans a nivel
global, pero variable entre paises (45), con un pico de incidencia entre los 3y 7
afos de edad (46).

En cuanto al tratamiento, es topico como sistémico con medicamentos como la
griseofulvina (Gri), la terbinafina (TER), el itraconazol (IT) y el fluconazol (FLZ), util

en infecciones graves en humanos y animales (47).
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lIl. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacidn:

3.1.1.

3.1.2.

Tipo de investigacion: Fue basico, ya que el objetivo fue obtener
nuevo conocimiento respecto a las variables en estudio (Manual de
Frascati OCDE 2002). Segun el enfoque fue cuantitativo,
caracterizado por el control, manipulacion y observacion. (Hernandez,
R. 2014).

Disefio de investigacion: Fue experimental, ya que se ha
manipulado la variable independiente causando o generando una

respuesta diferente en la variable dependiente.

3.2. Variables y operacionalizacion

Presentaron dos variables

Variable independiente: Las diferentes concentraciones del aceite

esencial de R. officinalis.

e Definicion conceptual: EI AE de romero es un liquido incoloro o
de color amarillo palido, del mismo olor de la planta, con actividad
antioxidante y antimicrobiano por método de destilacion. (48)

e Definicion operacional: Es el numero de grupos, seis en total
cuatro a concentraciones diferentes 0.05,0.10,0.20,0.40 y un
control del crecimiento del hongo (0%)

e Indicadores:

AE (VIV)
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 Escala de medicion:
Intervalo

e Variable dependiente: El crecimiento de M. canis, in vitro.

» Definicién conceptual:
Dermatofito M, canis de crecimiento micelial lento de Agar Sabouraud
» Definicién operacional:

Es la siembra por puntura central en medio ASD + Antibiético y medida
del didmetro del micelio al 6,8,10,12,14,16,18,21 dias

* Indicadores:

diametro del miceleo problema

%C = 100

; ; - X
diametro promedio del miceleo control negativo
* Escala de medicion:

Intervalo

Matriz de operacionalizacion de variables: Ver con mas detalle el ANEXO 2

3.3. Poblacion, muestra y muestreo:
3.3.1 Poblacion
Estuvo constituida por:

e Cultivo de M. canis donado por el departamento técnico de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Médicas.
e Aceite esencial de R. officinalis obtenido por el método de destilacion por

arrastre de vapor de agua.
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Obtencion de la planta: Las plantas de R. officinalis fueron recolectadas en
el Distrito de la Arena. Para ello éstas fueron segadas entre 5y 10 cm sobre

la tierra, durante el mes de agosto.

e Criterios de inclusion: Cultivo monosporico de M. canis.

e Criterios de Exclusion: cultivo de M. canis contaminado.

3.3.2. Muestra:

Alicuotas de 5,10,20,40 ul del aceite esencial de R. officinalis obtenido por el

método de destilacion por arrastre de vapor de agua.

Cultivo de M. canis donado por el departamento técnico de Microbiologia de la

Facultad de Ciencias Médicas
3.3.3. Muestreo:

El muestreo para la recoleccion de la planta fue dirigida u orientada a aquellas
que estaban préximas a florecer, durante el mes de agosto 2023. Las plantas

se seleccionaron por conveniencia, de una forma no pirobalistica, no aleatoria.

Ubicacion del sitio de muestreo: El distrito la Arena esta ubicado en las
coordenadas Latitud: 5° 20' 48" Sur y Longitud: 80° 42" 39" Oeste, y se

encuentra a una altitud de 22 m.s.n.m.

Ubicacion del area de estudio: La presente investigacion se ha realizado en el
laboratorio de Productos Naturales del departamento académico de Quimica
Bioldgica y Fisiologia Animal, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad

Nacional de Truijillo.
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Figura. 1 Localizacién del distrito de la Arena

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se prepar6 una matriz Excel en la cual se incluyeron las variables en estudio.
La recoleccion de datos estuvo basada en la observacion directa y la medicion
del crecimiento micelial en cm de cada concentracion de AE de R. oficinalis,
en las placas respectivas, dicha medicion fue a través del calibrador de
vierner, utilizandose ficha de recoleccion de datos para evaluacién por cada

concentracion.

3.5. Procedimientos

3.5.1 Obtencién del Aceite esencial

La obtencion del AE de R. officinalis, se realizé en el laboratorio de
Productos Naturales del Departamento Académico de Quimica
Biolégica y Fisiologia Animal, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional de Trujillo, utilizando el método por destilacion

con arrastre de vapor de agua. para lo cual se seleccionaran hojas y

14



tallo sin presencia de agentes externos propios de la planta y sin

lesiones, ni cortes ni magulladuras (49).

Se trabajo con 2 kg de hojas y tallo de R. officinalis y se colocé en el
equipo de extraccibn de aceites esenciales sobre la fuente
generadora de vapores. Se destilé por un periodo de 15 minutos y los
AE obtenidos se colocaron en un frasco de color ambar, debidamente
rotulado con su nombre taxondmico, se conservo a 4°C hasta el

momento de su utilizacién en el trabajo de tesis (50).

La obtencién del rendimiento de extraccion del aceite esencial de R.
officinalis se realiz6 segun a siguiente férmula, se utilizd la norma
técnica Peruana N° (NTP 319.079)

(mL aceite esencial)

% Rendimiento AE = x 100
% Rendimiento (Peso gramos del material vegetal)

3.5.2. Obtencion del cultivo monospdrico de M. canis

Se procedi6 a reactivar el hongo en estudio donado por el
departamento técnico de microbiologia de la facultad de medicina de
la Universidad Nacional de Trujillo (UNT); para ello se sembr6 un
fragmento de micelio por puntura central en un medio ASD y se incubo
a temperatura ambiente (25 + 2 °C) hasta por 12 dias. Este micelio es
denominado cultivo monospérico de M. canis y que sirvié para los

ensayos siguientes. (50) (51).

3.5.3 Efecto de la concentracion del aceite esencial de R. officinalis
sobre el crecimiento de M. canis
Se prepararon concentraciones de AE de R. officinalis en solucion de
tweed 80 al 0.1 % y se afladié en concentracion final de 0.05, 0.10,
0.20 y 0.40% en placas Petri que luego se les afiadié el medio ASD,

se homogenizd suavemente y se dejo solidificar; luego se sembré por
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puntura central en dermatofito en estudio se incub6 a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) hasta 21 dias, evaluando y midiendo el
crecimiento diametral micelial en cm a partir del tercer dia en cada

uno de los tratamientos.

Cada ensayo se repiti6 por triplicado para asegurar la
reproducibilidad, validez y confiabilidad de los resultados guardando

todas las medidas de bioseguridad.

Porcentaje de crecimiento micelial.

diametro del miceleo problema

%C = 100

- - . — X
diametro promedio del miceleo control negativo

3.6. Método de analisis de datos

Se determino el efecto del aceite esencial de R. officinalis sobre el crecimiento de
M. canis in vitro, llevando cabo un analisis en la medicion del crecimiento micelial
expresado en cm del crecimiento de M. canis a diferentes concentraciones de
aceite esencial. Se utiliz6 una estadistica simple de media para control mas no
ninguna prueba para estudiar el nivel de significancia del tratamiento, en ninguno
de las cuatro placas con las concentraciones de aceite esencial de R. Officinalis de

0.05,0.10,0.20, 0.40 % respectivamente se observé crecimiento.

3.7. Aspectos éticos:

En el presente trabajo se tuvo en cuenta el principio de:

Beneficencia, que busca en si maximizar beneficios, basandose en este principio,
el laboratorio que dond el dermatofito en estudio, se le hara llegar los resultados de

esta investigacion (52).
Autonomia, tuvo como principal proposito el respeto a las personas (53). La

donacion del M. canis por parte del Laboratorio se realizo libremente a solicitud de

los interesados y se presenta la carta de donacion firmada. ANEXO 3
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Justicia, lo justo lo bueno y lo correcto, por tanto, en este contexto es que las
personas pueden ser beneficiadas con los resultados de la presente investigacion
(54), ya que la concentracion mas baja del AE que inhibe el crecimiento micelial de
M. canis puede ser utilizado como tratamiento tépico directo en afecciones por
dermatofitos.

No maleficencia, el desarrollo de este trabajo de investigacion que termina en el
presente informe de tesis no ha ocasionado dafio al investigador, al ambiente ni a
la estructura de la Universidad por lo que no ha existido ningun peligro ni riesgo en
la ejecucion de la presente tesis. (55).
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IV. RESULTADOS

Se encontré que el rendimiento de extraccion de aceite esencial de R. officinalis,
por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua fue 0,84 % y que la
concentracion igual o mayor del 0,05% inhibe completamente el crecimiento

micelial de M. canis, in vitro

Tabla 1: Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de Rosmarinas
officinalis sobre el crecimiento de Microsporum canis, in vitro; expresado
en centimetros de didmetro de la colonia micelial. de acuerdo a los dias
de medicion, en el control negativo de crecimiento mayor en promedio se
observa en el dia 21. Y en los controles con el aceite esencial no se
observa crecimiento a concentracion minima de0.05% y concentracion

maxima 0.40 %.

Crecimiento micelial (cm) - dias

[ul/iomL] | % |6 8 10 12 14 16 18 21

0.6 1.20 | 1.80 | 2.20 | 3.20 | 4.00 | 4.60 | 5.60

0.6 1.20 | 1.70 | 2.30 | 3.30 | 4.00 | 4.80 | 5.70

0.00 0.00 | 0.5 1.20 | 1.80 | 2.30 | 3.20 | 4.10 | 4.80 | 5.60

(control) 06 | 1.10 | 1.80 | 2.30 | 3.30 | 4.00 | 4.70 | 5.60

0.6 1.20 1.70 2.20 3.30 4.00 4.80 5.60

(X) 0.58 1.18 1.76 2.26 3.26 4.02 4.74 5.62

5.00 0.05 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

10.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

20.00 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

40.00 0.40 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
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Figura N°. 2 Crecimiento micelial de M. canis, en agar Sabouraud dextrosa a los 21
dias de incubacibn a 25+2 °C, en el control y en las diferentes
concentraciones del aceite esencial de R. officinalis ensayadas.

Donde:
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Al= crecimiento micelial en el anverso de la placa; A2= crecimiento micelial en el
reverso de la placa; B= 0.05%; C= 0.10%; D= 0,20%; E= 0,40%, son
concentraciones del aceite esencial de R.

Fuente: Fotografias propias del autor. Alan Rony Huaman Andia.
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V. DISCUSION

En la presente investigacion, la tabla 1 y Figura 2 se puede observar que el aceite
esencial de R. officinalis inhibié completamente el crecimiento de M. canis en todas
las concentraciones ensayadas (0.05, 0.10, 0.20 y 0.40%). Esto probablemente se
debe a la naturaleza no polar que presentan los aceites esenciales generando un
fuerte dafio a nivel de membranas ya que permeabiliza dichas membranas y con
ello produce filtracion del material celular ocasionando la muerte del organismo en

estudio.

La accion fungicida del aceite esencial de R. officinalis ha sido reportada en varios
articulos (56). Se ha encontrado que dicho aceite esencial presenta un MIC
(concentracion minima inhibitoria) de 90 pug/mL para Candida albicans, de 120
pug/mL para Rhodotorula glutinis, de 60 pug/mL para Schizosaccharomyces pombe,
de 180 pg/mL para Saccharomyces cerevisiae y de 120 pg/mL para Yarrowia

lipolytica; siendo el componente principal la verbenona. (57)

En otro articulo, se muestra que el aceite esencial de R. officinalis presenta un MIC
de 1000 pug/mL para Aspergillus niger, e inhibe el crecimiento micelial de Fusarium
verticillioides, del 17% en la concentraciéon de 150 pg/mL y un 67% en la
concentracion de 600 pg/mL un 67% utilizando como control positivo la nistatina
que inhibe un 79% (58)

Ciertos agentes antifungicos inhiben el crecimiento celular interrumpiendo la
biosintesis de ergosterol, que resulta de la union de dichos antifiungicos con el
ergosterol a nivel de la membrana celular. Esto podria deberse a que en este
proceso se podria estar afectando la estructura y la funcién de ciertas proteinas de
membrana generando trastornos osmaoticos e interrupcion del crecimiento celular
(59) Por otro lado, los aceites esenciales de R. officinalis son probablemente
capaces de activar mecanismos semejantes a los antifingicos comerciales como
la nistatina, ya que se ha encontrado que 1000 pg/mL produce menor inhibicion de
ergosterol que una concentracion de 600 pg/mL del aceite esencial en estudio

cuando los cultivos fueron Incubados durante 14 dias a 25°C (60).
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, son muy superiores
(0.05% de la concentracion del aceite esencial ) a los publicados por otros autores
utilizando el mismo dermatofito de estudio, pero que fue aislado a partir de muestras
clinicas veterinarias; mostrando una sensibilidad in vitro en las concentraciones de
50 000 y 100 000 ppm (uL/L) de aceite esencial de R. officinalis que es igual a 50 y
100 pL/mL (5 y 10%) respectivamente. (61), ademas, es importante resaltar que la
metodologia utilizada para demostrar el efecto del aceite esencial fue diferente a la

utilizada en la presente tesis.

Como se sabe, el constante incremento en los precios de los antifiungicos
comerciales, una economia paupérrima de la poblacion en general, hacen de este
trabajo de tesis un potencial importante en la aplicacion directa del aceite esencial
de R. officinalis como tratamiento tépico de dermatofitos; ya sea preparado como
una locion, ungiiento o directamente liquido a fin de disminuir costos en la
produccion; ya que la dermatomicosis son un problema que afecta la estética, que
en las estaciones calurosas y himedas (como lo es el verano) se convierte en una

micosis de importancia a tomar en cuenta.

Hasta la actualidad no existe un buen registro y menos aun un buen diagndstico en
cuanto a esta enfermedad, motivo por el cual no hay datos exactos en nuestra

region sobre la prevalencia de casos y su morbimortalidad.

Los AE, con multiples propiedades curativas, el trabajo de esta investigacion prueba
una vez mas que via topica tienen un excelente beneficio en el inicio del dermatofito.
(40).

Finalmente, segun los resultados encontrados, in vitro, el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis puede ser utilizado como producto alternativo en el
tratamiento de dermatomicosis, por lo que habria que realizar investigaciones in

vivo con el mismo aceite esencial y a concentraciones mas bajas.
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VI. CONCLUSIONES

Se concluye que:

1. Concentraciones iguales y mayores de 0.05% del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis tienen efecto inhibitorio del crecimiento de
Microsporum canis, in vitro.

2. A través de la extraccion del Aceite Esencial y su aplicacion a diferentes
concentraciones menores a 0.40% muestran una inhibicion por completo
sobre el crecimiento de M. canis.

3. Concentraciones minimas de 0.05% del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis podria ser una importante alternativa a utilizar para tratar

dermatomicosis como las producidas por Microsporum canis.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos con concentraciones igual o menores a 0,05% a
fin de obtener una concentracion minima e ideal que inhiba el crecimiento de M.

canis, in vitro.

Realizar ensayos, previo consentimiento informado, con pacientes infectados con
dermatofitos, a fin de obtener una aplicacion directa que inhiba de manera eficaz el
desarrollo de dicho hongo.
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ANEXOS

ANEXO 01: MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: Efecto de la concentracién del aceite esencial de Rosmarinus officinalis sobre el crecimiento de Microsporum canis, in vitro

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES/ INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL: GENERAL: HIPOTESIS a) V1: Independiente 1. Tipo: basica
) ) 2. Disefio: experimental
- ¢Cudl es el efecto de la|- Evaluar el efecto de la|- A medida que se |- concentraciones del aceite esencial de R. officinalis —3._ Poblacién

concentraciéon  del aceite
esencial de R. officinalis sobre
el crecimiento micelial de M.
canis, in vitro

ESPECIFICOS:

-¢,Cual sera el rendimiento del
AE extraido de R. officinalis?

¢ Cual seran las
concentraciones del aceite
esencial de R. officinalis para
determinar el efecto sobre el

crecimiento micelial  del
dermatofito en estudio

-¢ Cuales la tasa de
crecimiento micelial y el

porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial de M.
canis.

concentraciéon  del aceite
esencial de R. officinalis sobre
el crecimiento micelial de M.
canis, in vitro

ESPECIFICOS:

-Extraer el aceite esencial de
R. officinalis

- determinar el efecto sobre el
crecimiento micelial del
dermatofito en estudio

-Determinar la tasa de
crecimiento micelial y el
porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial de M.
canis.

incrementa la

concentracion del
aceite esencial de R.
officinalis “romero”,
disminuira el

crecimiento micelial de
M. canis in vitro.

¢) V2: Dependiente

- Crecimiento micelial de M. canis in vitro

-cultivos positivos de M. canis aislados de personas con
lesiones compatibles con este hongo.

-Aceite esencial de R. officinalis que sera obtenido por
el método de destilacion por arrastre de vapor de agua.

-Criterios de inclusién: Cultivo monospérico de M. canis.
-Criterios de Exclusién: cultivo de M. canis
contaminados.

4.- Muestra: Alicuotas de aceite esencial de R.
officinalis a Diferentes concentraciones obtenido por el
método de destilacion por arrastre de vapor de agua.

5- Técnicas e instrumentos de recoleccion de

datos: Sera a través de observacion directa y la
medicion del crecimiento micelial en mm de cada
concentracion de AE de R. officinalis, en las placas
respectivas

6.- Andlisis de datos o estadistico:se
determinara el efecto del aceite esencial de R. officinalis
sobre el crecimiento de M. canis in vitro, llevando cabo un
andlisis en la medicion del crecimiento micelial expresado
en mm del crecimiento de M. canis a diferentes
concentraciones de aceite esencial y se procesara los
datos en base a la prueba de Varianza Unidireccional
(ANOVA), segln el paquete estadistico SPSS v.1

35




ANEXO 02: MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

variable de | Definicion definicion dimension | Indicadores Escala de
. . medicion
estudio conceptual operacional
Variable EIl AE de|Es el nimero de| % AE(VIV) Intervalo
independiente | romero es un | grupos, seis en total,
liquido incoloro | cuatro
concentraciones | 0 de color | experimentales a
del aceite | amarillo palido, | concentraciones
esencial de R. | de olor de la | diferentes: 0.05, 0.10.
officinalis planta, ul0.20, 0.40% y un
actividad control de crecimiento
antioxidante y | del hongo (0 % ).
antimicrobiano.
Obtenido  por
método de
destilacion (48)
Variable Dermatofito M, | Es la siembra por | cm Intervalo
dependiente canis de
- puntura central en
crecimiento
Crecimiento de | micelial lento | medio ASD +
M. ocams injde D99 Antibictico y medida
del diametro del diametro del miceleo problema
i . ne = diametro promedio del miceleo control negativo x100
micelio al
6,8,10,12,14,16,18,21
dias
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ANEXO 03: TABLA DE RECOLECCION DE DATOS DEL RENDIMIENTO DE
EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE ROSMARINUS OFFICINALIS

Tabla de recoleccién de datos del rendimiento de extraccién de aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis respecto a obtencién del rendimiento de extraccion y preparacion de
las concentraciones del aceite esencial en cada placa Petri conteniendo dicho aceite
esencial + agar Sabouraud dextrosa expresado en %.

Rendimiento de obtencidn del aceite esencial de R. officinalis mediante el método de destilacion por

arrastre de vapor de agua.
Materia prima ..... 2Kg = 2000g
mL de aceite esencia obtenidos ....16.8

%RAE = (16.8 mL AE /2000g MP) 100 = 084

Alicuota de aceite
Sak\)/ootilrjer\zzn dZ?(?r:)sa esencial R. officinalis | Concentracion del aceite esencial en cada tratamiento (placa
(placa Petri) colocadas en placa Petri)
p (mL) Petri (%)
(uL)

10 0 0

10 5 0.05

10 10 0.10

10 20 0.20

10 40 0.40

Fuente de elaboracion propia.
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ANEXO 04: TABLA DE RECOLECCION DE DATOS DEL EFECTO DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES (%) DE ACEITE ESENCIAL DE ROSMARINUS OFFICINALIS

Tabla de recoleccion de datos del efecto de diferentes concentraciones (%) de aceite

esencial de Rosmarinus officinalis sobre el crecimiento de Microsporun canis (cm),

incubado a temperatura ambiente (25+2°C) durante 21 dias, en medio agar Sabouraud

dextrosa.

Medidas del didmetro del micelio halo de inhibicién de crecimiento

Concentracion del aceite
esencial en cada

Dias de crecimiento de M. canis expresado en cm.

tratamiento (placa Petri) 6 ) 10 12 14 16 18 21
(%)
0.6 1.2 1.8 2.2 3.2 4.0 4.6 5.60
0.6 1.2 1.7 2.3 3.3 4.0 4.8 5.70
0.00 | Repeticiones | 0.5 1.2 1.8 2.3 3.2 4.1 4.8 5.60
0.6 11 1.8 2.3 3.3 4.0 .70 5.60
0.6 1.2 1.7 2.2 3.3 4.0 4.80 5.60
0.05 | Repeticiones | Q 0 0 0 0 0 0 0
0.10 Repeticiones 0 0 0 0 0 0 0 0
0.20 | Repeticiones | O 0 0 0 0 0 0 0
0.40 | Repeticiones | Q 0 0 0 0 0 0 0

Fuente de elaboracidén propia
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I
. AREADE
DESTILACION

Fig. 3. Preparacion del equipo de destilacion para arrastre de vapor para extraer
los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis.

Fuente: Fotografias propias del autor.Alan Rony Huaman Andia .
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DESTILACION

Destilacion de aceites esenciales de R. officinalis por arrastre de vapor

Fuente : Fotografia propias del autor.Alan Rony Huaman Andia
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Separacion de los aceites esenciales de R. officinalis.

Fuente: Fotografia propias del autor Aldn Rony Huaman Andia
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Fig. 3 Crecimiento micelial de Microsporun canis a los 14 dias de incubacién.

Fuente: fotografia propias del autor.Alan Rony Huaman Andia .
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salud de la Universidad César Vallejo filial Piura , asesor de tesis titulo “Efecto de
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Universidad Nacional de Trujillo , para el desarrollo de dicha investigacion.

Dr. Salazar Castillo, Marco Leoncio
DNI: 17903338
ORCID : :( 0000-0001-6234-0092)
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