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Resumen

Se ensayo la actividad antiftngica in vitro de extractos hidroalcohalicos
de plantas indigenas y exéticas empleadas en la Medicina Tradicional
Argentina (MT), mediante el método del pocillo en la placade agar, .
contra los hongos dermatofitos Microsporum canis, Trichophyton
Mentagrophytes y T. rubrum y contra la levadura Candida albicans.

De las 21 especies estudiadas, 19 mostraron actividad apreciable-
mente mayor que el nitrato de miconazol empleado como control.
Entre las especies indigenas, Tabebuia impetiginosa (Mart. ex

DC) Standley, conocida como “Lapacho” y Minthostachys

verticillata (Griseb.) Epl., conocida como “Peperina”

mostraron la mayor actividad. Otras especies indigenas

como Aloysia triphylla (L Her.) Britton y Passiflora coe-

rulea L. mostraron una actividad moderada.
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Introduccion

Las infecciones humanas causadas por los
dermatofitos de distribucién mundial ta-
les como Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum y levaduras
como la Candida albicans representan un
problema sanitario serio.

Las candidiasis, causadas generalmente
por Candida albicans, son las infecciones
flngicas oportunistas mas comunes.

Los patégenos oportunistas requieren

un sujeto comprometido inmunolégica-
mente para establecer una infeccion (por
ejemplo, pacientes con cancer, sometidos
a transplantes de 6rganos, cirugias o
SIDA). Las candidiasis pueden ser clasi-
ficadas como superficiales o profundas.
Las candidiasis superficiales pueden
involucrar las superficies cutaneas y mu-
cosas, incluyendo aquellas de la cavidad
oral, faringe, eséfago, intestino, vejigay
vagina. Los rifiones, higado, bazo, cere-
bro, 0jos, corazén y otros tejidos son las
localizaciones organicas principales de las
candidiasis viscerales.

Las micosis cutaneas pueden ser
clasificadas como dermatofitosis o
dermatomicosis. Las dermatofitosis
son causadas por agentes tales como
Microsporum canis, Trichophyton menta-
grophytes y Trychophyton rubrum, entre
otros. Las dermatomicosis son infecciones
cutaneas debidas a otros hongos, de los
cuales el mas comun es Candida
spp. Las dermatofitosis son
caracterizadas por una
especificidad anato-
mica de acuerdo al
gene- ro.

L

Por ejemplo, Microsporum spp. infecta el
cabello y la piel, pero no afecta las ufas,
mientras que Trichophyton spp. puede
infectar cabello, piel y ufias [1].

Unas pocas clases de drogas son efectivas
contra estas infecciones flingicas, y su
uso es limitado por un nimero de factores
tales como su baja potencia, pobre solu-
bilidad, emergencia de cepas resistentes,
efectos colaterales y altos costos [2].

De esta manera, existe la necesidad del
descubrimiento de agentes antifingicos
novedosos, mas seguros, efectivos y bara-
tos, que no presenten resistencia cruzada
con los agentes antiflingicos actuales [3].

En la altima década, ha habido un re-
surgimiento en el uso de las medicinas
tradicionales (MT) y las medicinas com-
plementarias y alternativas (MAC) tanto
en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. Actualmente, por consiguien-
te, ciertas formas de MT y MAC juegan
un creciente rol en el cuidado de la salud
y en la reforma del sector de la salud a
nivel global. Como resultado, la seguridad
y eficacia ademas del control de calidad
de las MT y las MAC se han convertido en
preocupaciones importantes tanto para
las autoridades sanitarias como para el
publico [4]. Se ha reportado que algunas
de las MT presentan actividad antifingica
[5, 6].
Por estas razones, las
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vitro de las MT mas empleadas en |a
Argentina, han sido evaluadas contra
ciertas especies de hongos patégenos
para los humanos. 7 de las 21 plantas
evaluadas son especies indigenas de la
Argentina y las demas son exdticas (Tabla

1).

Experimental

Material vegetal

El material vegetal se obtuvo de labora-
torios de fitoterapicos de la Argentina.
Hasta el momento de su uso el material
vegetal se mantuvo en bolsas de papel
selladas, en un ambiente fresco y bien
ventilado. Se realiz6 la identificacion
microscopica y macroscopica de géneroy
especie antes del uso.

Microorganismos ensayados

Las especies fingicas empleadas para
los ensayos fueron obtenidas de mues-
tras clinicas, identificadas, almacenadas
en el cepario del Instituto Nacional de
Medicamentos (I.Na.Me.) y se les asignd
un namero de coleccion (INM). Las espe-
cies ensayadas fueran Candida albicans
(INM 533), Microsporum canis, (INM 540),
Trichophyton Mentagrophytes (INM 547) y
Trichophyton Rubrum (INM 542).
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Sustancias de
referencia

El nitrato de miconazal USP

] (98-102 % calculado en base

’ seca) fue donado generosa-
mente por Schering-Plough

referencia empleadas en

- S.A. (Buenos Aires, Argentina).
I j Las sustancias quimicas de
> 3

L)

los ensayos por cro-
b matografia en capa
delgada fueron compradas
a Sigma-Aldrich Co. Las sus-
tancias fueron conservadas
en las condiciones recomendadas por los
fabricantes.
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Tabla 1. Especies de plantas medicinales ensayadas
Especie in-
digena de
Argentina

Ndmero de
extracto

Nombre popular en
Argentina

Nombre cientifico Parte usada

1 Ajo Allium sativum L. No Bulbos (frescos)
2 Alcachofa Cynara scolymus L. No Hojas (secos)
j Marti . .
3 Ambay Cecropia adengpus artius Si Hojas y corteza (secos)
ex Miguel
4 Boldo Boldea boldus (Mol.) Looser No Hojas (secas)
) Bacchari jcul Lam. .
5 Carqueja accharis articulata (Lam.) Si Parte aerea (seca)
Pers
6 Cebolla Allium cepa L. No Bulbos (frescos)
7 Cedron Aloysia tnghyl/a (L' Her.) i Hojas con fragmentos
Britton de tallos (secos)
8 Gramilla Cynodon dactylon (L.) Pers No Rizomas v raices (secas)
9 Hinojo Foeniculum vulgare (Miller) No Frutos maduros (secos)
Gaertner
Tabebuia impetiginosa .
1 L h
0 apacho (Mart. ex DC) Standley Si Corteza (seca)
n Lavanda Lavandula ofﬁlc/nal/s Chaix No Flores (secas)
ex Vill
Hibrid between L. officinalis
12 Lavandin and No Flores (secas)
L. latifolia
13 Manzanilla Matricaria recutita L. No Inflorescencias (secas)
14 Marrubio Marrubium vulgare L. No Hojas y flores (secas)
15 Melisa Melissa officinalis L. No Hojas y flores (secas)
16 Pasionaria Passiflora coerulea L. Si Floresy frutos (secos)
) Minthostachys verticillata . .
17 Peperina (Griseb) Epl. Si Hojas y flores (secas)
18 Tilo Tilia cordata Mill. No Flores y bracteas (secas)
19 Valeriana Valeriana officinalis L. No Rizomas v raices (secas)
20 Verba del Pollo Alternanthera pungens < Partes aereas y plantas
H.B.K. enteras (secas)
7 Una de gato Uncaria tormentosa (Willd) No Cortezas, hojas y raices
D.C. (secas)

Preparacion de los extractos y caracterizacion quimica

Se prepararon extractos a partir de la parte de la planta tradicionalmente emplea-
da en medicina, la informacién se muestra en la Tabla 1.

El material vegetal fue cortado en pequefos trozos y molido en un molino meca-
nico. A partir de 40 g de planta, se realizd una extraccion con 100 mL de etanal:
agua (70:30) cada 24 hs durante 3 dias consecutivos. Se realizé una agitacién
enérgica de los recipientes de extraccion. Las tres frac-
ciones obtenidas fueron combinadas y filtradas a través
de papel Whatman N°4. Los extractos se secaron en un
evaporador rotatorio (vacio de 60 cmHg, 40°Cy 60-70
rpm). Se agrego etanol: agua (70:30) para obtener
una concentracion final de 300 mg de extracto

seco por mL (extractos reconstituidos).

Se realizaron analisis por cromatografia en capa delgada f
(TLC) de los extractos de las plantas y de diluciones de
sustancias guimicas de referencia para confirmar
la identidad del material y para obtener una
caracterizacién quimica de la planta. La
seleccion de los sistemas cromatograficos
se realizo de acuerdo al libro de Wagnery
Bladt [7]; cuando la planta en estudio no
aparecia en esa referencia, se desarrolla-
ron métodos para los principales grupos
fitoguimicos presentes en la planta de
acuerdo a la bibliografia.

)

Preparacion de los indculos

Los microarganismos se cultivaron en
agar Sabouraud dextrosa (SDA) modifi-
cado por Emmon [8] en picos de flauta

(7 dias para C. albicans y 30 dias para las
otras especies), luego fueron cosechados
y suspendidos en solucion estéril de clo-
ruro de sodio 0,9% p/p, con el agregado
de Tween 0,05% p/p. Se estandarizo la
concentracion del inéculo por medio de
un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 530 nm (primera suspension)

La concentracion fue de alrededor de

5% 107 ufc/ mL para C. albicans (10% de
transmitancia) y 1* 10% ufc/ mL para las
otras especies (30% de transmitancia). La
diferencia de concentraciones de in6culo
fue necesaria para obtener una capa ho-
mogénea sobre |a placa desarrollada. Las
concentraciones fueron confirmadas en
cada caso por medio de recuentos en pla-
ca de diluciones de la primera suspension.

Se evaluo el periodo de viabilidad de las
primeras suspensiones mantenidas en
heladeraa 4 +1°C. Se consideré que la
primera suspension de cada especie fin-
gica se mantenia estable mientras sus
recuentos permanecieran por arriba del
50% del recuento original (tiempo cero).
Teniendo en cuenta la curva de muerte:
log (ufc/ mL) = - f (tiempo), el periodo es
de alrededor de 30 dias, con excepcion de
M. canis cuya estabilidad fue de alrededor
de 3 dias. Para los ensayos antiftngicos,
sin embargo, las suspensiones fueron
usadas dentro de las primeras 12
horas de su preparacion.
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Ensayo antifungico

s ensayos se realizaron en una cabina
de seguridad biolégica. Se prepararon las
placas sembrando 19 mL de SDA estéril
fundido, aproximadamente a 45°C, inocu-
lado con 1 mL de la primera suspension. El
agar sembrado se dispersé en placas de
Petri estériles de 100 x 15 mm (20 ml por
placa). Mediante un sacabocados estéril
se removieron tres secciones cilindricas
del agar solidificado en cada placa, para
generar pocillos con un diametro aproxi-
mado de 10 mm [3]. Uno de los pocillos
se llend con 125 pl de una suspension
del extracto reconstituido bajo ensayo,
el segundo pocillo con 125 pl de etanaol:
agua (70: 30) (control de solvente) y el
tercer pocillo con la solucién de nitrato de
miconazol en etanol: agua (70: 30). La
concentracion de nitrato de miconazol fue
de 5 mg / mL para C. albicans y de 1 mg
/ mL para los hongos filamentosos. Esas
concentraciones de nitrato de miconazol
fueron seleccionadas para obtener diame-
tros de inhibicién de alrededor de 40 mm
para cada especie.

Las placas se incubaron a 25 °C durante

7 dias y se midio el diametro de la zona
clara de inhibicién alrededor de los pocillos
mediante un calibre calibrado.

Se calcularon los porcentajes de inhibicién
como:
(a-b)

(c -b)

x 100

Siendo:

a.el diametro de inhibicién del extracto
vegetal reconstituido;

b.el diametro de inhibicién del control de
solvente;

c. el didametro de inhibicién de la sustancia
antifungica de referencia;

Para todos los calculos, la pureza del
nitrato de miconazol fue tomada como
100%. Cada ensayo fue reali-
zado por triplicado.

\ Resultados

Los
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Figura 1. De las 21 especies estudiadas, 19
mostraron distintos grados de actividad
(> 15% de inhibicion) frente a M. canis, T.
mentagrophytesy T. Rubrum. Los resulta-
dos de inhibicién menores al 10% fueron
considerados como negativos. Once espe-
cies de las 21 mostraron actividad frente a
C. albicans. Solo se encontrd una actividad
importante (> 75% de inhibicion) frente

a los cuatro patégenos estudiados en el
caso de Allium sativum L. Esta actividad
ha sido informada previamente [10, 11].

Otras plantas como Cynara scolymus L.,
Boldea boldus (Mol.) Looser, Allium cepa
L, Cynodon dactylon (L.) Pers, Foeniculum
vulgare (Miller) Gaertner, Tabebuia impeti-
ginosa (Mart. ex DC) Standley, Lavandula
officinalis Chaix ex Vill, el hibrido entre L.
officinalis y L. latifolia (LOLL), Matricaria
recutita L., Marrubium vulgare L.,
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epl. y
Tilia cordata Mill. mostraron mas del 75%
de inhibicion frente a algunos de los cua-
tro patdgenos.

Teniendo en cuenta la sensibilidad de
los diferentes hongos frente a un
mismo extracto vegetal
ensayado, T. rubrum
mostré el mayor dia-
metro de inhibicion
con 12 extractos. En
el caso de Allium cepa
L., Aloysia triphylla (L
Her.) Britton, Cynodon
dactylon (L.) Pers,
Tabebuia impe-
tiginosa (Mart.

ex DC) Standley

y Matricaria

recutita L., el hongo mas sensible fue M.
canis. Solamente en el caso Baccharis
articulata (Lam.) Pers el patégeno mas
sensible fue T. mentagrophytes. Con
Cecropia adenopus Martius ex Miguel

y Passiflora coerulea L. los tres hongos
filamentosos mostraron sensibilidades
similares y con Melissa officinalis L. 1a
sensibilidad fue similar con todos los
patégenos evaluados. En general, C.
Albicans present6 la mas baja sensibilidad
con casi todos los extractos. Como una
excepcién, T. Mentagrophytes fue el hongo
menas sensible a los extractos de Aloysia
triphylla (U Her.) Britton y M. canis fue el
patégeno mas resistente con los extractos
LOLL.

Discusion

Se prepararon y ensayaron extractos
hidroalcohdlicos porgue son los mas am-
pliamente usados en medicina tradicional.
Las mezclas de agua y alcohol son usadas
ademas para la preparacion de extractos
fluidos, extractos pulverizados, extractos
semisalidos vy tinturas [12].

Se eligieron las técnicas de difusién en
agar porgue brindaban la posibilidad de
emplear extractos vegetales acuosos no
estériles, y entre estas, el método del
pocillo en la placa es el tnico adecuado
para ensayar suspensiones de extractos
vegetales. En este método la presencia de
materia suspendida en la muestra tiene
menor probabilidad de interferir con Ia
difusién de las sustancias antimicrobia-
nas en el agar con respecto al método del
disco de papel de filtro y el método de
cilindro en placa [3].



INFORME ESPECIAL

Las zonas de inhibicién de los extractos
fueron comparadas con aquellas obte-
nidas para nitrato de miconazol. Puede
trazarse una comparacion con la potencia
antimicrobiana de las distintas mues-
tras, pero ya que la droga antimicética es
una sustancia puray los extractos pre-
sentan una variedad de compuestos en
diferentes concentraciones, resulta muy
dificultoso determinar que sustancia es
responsable de |a actividad o si se presen-
ta un efecto sinérgico entre ellas.

C. Albicans parece ser la especia mas
resistente y T. rubrum la especie mas
sensible con la mayoria de los extractos
ensayados. En general la mayor actividad
observada contra hangos filamentosos
gue contra Candida (una levadura), es
consistente con lo informado por Guériny
Réveillgre [5].

De acuerdo a nuestros resultados el
extracto hidroetandlico de L. officinalis
mostré una actividad inhibitoria mayor
contra dermatofitos que el extracto de M.
officinalis. Sin embargo, Dikshit y Husain
[13] encontraron un orden inverso de
actividad trabajando con los aceites esen-
ciales de esas especies.

Se realizaron analisis por TLC para obtener
una caracterizacion basica del material
vegetal, estos analisis también resultaron
Utiles para asignar diferencias en la acti-
vidad antifungica ensayada, a la ausencia
0 presencia de ciertos compuestos y para
comparar los perfiles cromatograficos con
materiales a estudiar en el futuro.

Teniendo en cuenta los
resultados de las TLC,
es notable la diferencia
en actividad entre los
dos miembros del géne-
ro Lavandula y entre los dos
miembros del género Allium.
En el primer caso LOLL mos-
tré una mayor
actividad
gue

Lavandula
officinalis
Chaix ex Vill, especial-
mente contra C.

Albicans; esto puede ser atribuido a la
mayar concentracién de linalol encontrada.
La actividad antifingica de esta sustancia
ha sido informada [14].

La actividad antifungica del género Allium
ha sido bien documentada [11, 15, 16]. La
mavyor actividad de Allium sativum L. pue-
de ser explicada por la presencia de alicina
detectadaenla TLC.

Entre las plantas indigenas involucradas
en este estudio, Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex DC) Standley y Minthostachys
verticillata (Griseb.) Epl. mostraron la
mayor actividad antiftngica frente a los
hongos filamentosos. Tabebuia impetigi-
nosa (Mart. ex DC) Standley o “Lapacho”
pertenece a un género de actividad
antifungica conocida [6, 17]. Mediante
analisis por TLC de nuestro extracto
fueron identificados lapachol (una naf-
toguinona) y B-lapachona (una guinona),
presentando ambos actividad antifiingica
[2,18]. Minthostachys verticillata (Griseb.)
Epl. o “Peperina”, también mostré una
interesante actividad frente a los hongaos
filamentosos, con resultados de inhibi-
cién entre 57% y 117%; esa actividad fue
particularmente intensa frente al género
Trychophyton. Aungue se reportan en
bibliografia actividad antibacterianay
antiviral [19, 20] y esta especie es usada
tradicionalmente como antimicotica en-
tre otras aplicaciones [19], su actividad
contra dermatofitos no es bien conocida
y reportada. El analisis por TLC de los
extractos hidroalcohdlicos en-
sayados reveld |a presencia
de pulegona, mentona,
limoneno y otros terpenos
relacionados. La actividad
antifiingica observada es atri-
buible a la presencia de
estos terpenos [14].

Otras plantas
indigenas
gue pre-
sentaron
activi-
dad
anti-

Tabla 2. Porcentajes de inhibicién de las plantas
medicinales ensayadas.

Porcentaje de inhibicion ( media + de)

Numero

de n=3
extracto C M', 16 (AL k
albicans  canis  grophytes rubrum
1 135+8 187+7 165 +7 190+ 8
2 0+0 601 212 1306
3 14+0 231 24 +2 23 +1
4 7%1 50+3 69 +5 M0 +4
5 0+0 131 28 +1 20+2
6 50+3 140+8 832 123+7
7 50+2 60+4 411 50 £1
8 14+1 100+4 38z2 47 +2
9 0+0 67%1 76+5 77 +4
10 7+1 183+6 121+2 166 + 5
1 14+1 33%3 69 +1 133+6
12 121+3  47+2 86+ 4 150+ 4
13 14+1 163+3 124+7 1563
14 7+0 433 41+ 2 83+3
15 29+2 3041 28 1 301
16 14+1 47%2 48 +2 50+2
17 211 57+3 72+3 M7+5
18 7+0 83+4 90+7 177 £ 6
19 7+0 30z1 24 +1 331
20 0+0 6+0 3+0 7+0
21 0+0 4+0 0+0 14+ 0

fungica moderada (en el rango de 41%

a 60% de inhibicion para dermatofitos)
fueron Aloysia triphylla (L' Her.) Britton

y Passiflora coerulea L. La actividad del
aceite esencial de Aloysia triphylla (L Her.)
fue reportada [21, 22]. El limoneno fue
identificado en la TLC de nuestro extracto
hidroalcohalico. La actividad puede ser
trazable a este y otros terpenos como el
neral y el geranial presentes en el extracto
de acuerdo a la bibliografia. A pesar de no
disponer de la sustancia pura de referencia
para emplear en los analisis por TLC para
confirmar su presencia, la actividad de
una sustancia poliacetilénica presente en
miembros de la familia Passifloraceae ha
sido reportada [23, 24].

Este estudio preliminar resulta atil para
correlacionar constituyentes quimicamen-
te definidos con reconocidas actividades
biolégicas. Estas sustancias o grupos de
sustancias permitirian obtener extractos
estandarizados para aplicaciones como
antiflingicos con calidad reproducible.

Son ne- cesarios estudios
posteriores con
estasy otras
plantas
indige-
nasdela
Argentina,
en busca
de aplicacio-
nes clinicas.
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ANALITICAS

Normas GLP/GMP/ISO

PRECISION
Saries FZ-i y FX-i

VISCOSIMETRO
Sv-10 ./ SV-100

medicidn de viscosidad.

SOLUCIONES

Representantes de balanzas m

Series GEMINI, ORION y PHOENIX
Capacidad: 120ga 320 g
Resolucidn: 0.1 mg a 0.01 mg

Capacidad: 122ga 3200 g
4 Resolucion: 0.001 ga0.01 g
. Normas GLP/GMP/GCR/ASO

Amplio rango de medicion 0.3 - 10.000
mPa-s para 5V-10, 1.000 - 100.000 mPa-s
para S¥-100. Medicién en tiempo real.
Medicién de temperatura de 0 °C a 100 °C
Alta precision de medicion para
repatibilidad del 1% de la lectura para

NEGRI, QUARTINO & FERRARIO 12[}

EN PESAJLE

ABD Weicihing

de liderazgo e innovacion
junto a la produccion

Laboratorio acreditado ISO/IEC 17025:2005
Primer y unico laboratorio acreditado

ORGANISMO

para la calibracion de pesas y URUGUAYO DE
balanzas bajo la norma ISO/IEC ACREDITACION
17025:2005 segun alcance detallado LC Nro. 003

en organismouruguayodeacreditacion.org.uy

Reparacion, calibracion, ajuste de pesas y balanzas.
Documentacion de los resultados con certificado de

calibracién.
MONTEVIDED:

Tel.: 2203 5715*
senvicios@ngf.com.uy

hv. Gral. San Martin 2233

PAYSANDU: SERVICIDS
Av. Salto 1526

Tel: 4723 3061

paysanduE@ngf.com.uy LSQA

calidad@nqf.com.uy - www.nqf.com.uy






