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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antifangica del aceite esencial (AE) de Fabiana
imbricata Ruiz & Pav contra cinco especies de
levaduras del género Candida cominmente asociadas
a enfermedades ginecologicas. El aceite esencial
de las hojas fresca de F. imbricata fue obtenido por
hidrodestilacion y caracterizado mediante la técnica
de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG/EM). Se evalu¢ la actividad antifingica
a diferentes concentraciones del AE mediante el
método de microdilucion. Los compuestos mas
abundantes identificados en el AE (7a-isopropenil-
4,5-dimetiloctahidroinden-4-il) metanol (43,66%),
bulnesol (17,02%) y T-muurolol (5,75%). El AE mostro
una potente y selectiva actividad antifingica sobre el
crecimiento de especie Candida guilliermondii, con
una concentracion minima inhibitoria de 10 ug/mL,
superior al control positivo clotrimazol que present6
un valor de 15 pg/mL. Estos resultados confirman las
propiedades antifingicas de los aceites esenciales

y su posible uso en el manejo de las infecciones
producidas por especies del género Candida y como
posible alternativa a los fungicidas sintéticos.

ABSTRACT

Candida is a very common type of fungus in hu-
mans. The treatment of these pathologies is gene-
rally pharmacological which turns out to be very
invasive. Due to the above, natural products are pre-
sented as a complementary alternative to conven-
tional treatments. In this context, Fabiana imbricata,
better known as Rosemary Pichi, belonging to the
Solaneaceae family, stands out. Several studies sup-
port the possible antifungal activity of this species.

Therefore, this research seeks to determine the
antifungal activity of Fabiana imbricata essential oil
on the genus Candida. The essential oil was obtained
by the method of hydrodistillation in Clevenger type
apparatus, the characterization of the compounds
was through gas chromatography coupled to mas-
ses (GC/MS) and the antifungal activity was evalua-
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ted under the methodology of diffusion in agar with
punching with Vicent & Vicent technique, applied in
five types of Candida (C. albicans, C. lusitaniae, C. pa-
rapsilosis, C. guilliermondii and C. tropicalis).

The majority of the compounds contained in Ro-
semary Pichi oil correspond to sesquiterpenes, the
antifungal properties of the oil stand out in C. gui-
lliermondii reaching values of 150 pg/uL compared
to the Fluconazole pattern. As mentioned above it
is concluded that Fabiana imbricata is a promising
alternative to combat C. guillermondii.

INTRODUCCION

La candidiasis es una infeccion provocada por le-
vaduras del género Candida y puede afectar a distin-
tas partes del cuerpo, segun el tipo de cepa al cual
pertenece. Estos hongos son considerados grandes
agentes oportunistas (1).

En el daltimo tiempo se ha observado un aumen-
to significativo de especies distintas de C. albicans,
como agentes de micosis, como lo es la Candida gui-
lliermondii, que causa el 0,7 % de las candidiasis a
nivel mundial y el 3,7 % en Latinoamérica (2).

La Candida guillermondii es parte de la microbio-
ta normal de la piel y mucosa humana. Es una espe-
cie poco comun que se asocia con mayor frecuencia
a onicomicosis y rara vez se ve como una causa de
infeccion micotica invasiva. Se caracteriza por pre-
sentar una susceptibilidad disminuida a los azoles
y equinocandidas. Se ha informado principalmente
como un agente de sepsis en pacientes con cancer
(3) y en las ultimas dos décadas las infecciones han
aumentado significativamente en pacientes inmuno-
comprometidos y pediatricos (4).

Las especies del género Candida han mostrado
un aumento de su resistencia a los tratamientos far-
macologicos, presentando una resistencia al fluco-
nazol que puede variar entre un 6,3 % y un 26,1 %,
dependiendo de la especie (2). En vista de esto es que
en las tltimas décadas ha resurgido la necesidad de
buscar alternativas terapéuticas que no sean parte
de la linea de medicina convencional, como lo es la
fitoterapia.

Las plantas medicinales han sido la base y parte
importante de terapias. Sin embargo, el avance en el
desarrollo cientifico a partir del siglo XX trajo apa-
rejado un ingreso masivo al mercado de medicinas

con componentes sintéticos (5). Si bien estos tienen
innumerables beneficios en costos y funcionalidad,
presentan una gran cantidad de efectos adversos.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) valida
el uso de terapias alternativas en el tratamiento, la
prevencion y la cura de enfermedades, ademas de
tener una relevancia econémica importante, si bien
atn no se logra armonizar del todo con la medicina
convencional. En Chile todavia existe una falencia en
cuanto a las publicaciones sobre medicina alternati-
va por parte del Ministerio de Salud, que llam6 a una
licitacion ptblica recién en el afio 2007 (6).

Dentro de Chile podemos encontrar un sinfin de
hierbas medicinales a lo largo de todo el territorio,
las cuales han sido descritas por nuestros pueblos
originarios, como lo es la Fabiana imbricata, conoci-
da popularmente como Romero Pichi (7).

El Romero Pichi es un arbusto perenne de hojas
imbricadas, que florece de manera abundante en
primavera, con pequenas flores tubulares en el ex-
tremo de ramillas laterales (8). Crece desde la region
de Coquimbo hasta la de Magallanes (9).

A esta planta se le reconoce por sus propiedades
antisépticas, diuréticas y digestivas (10). En la cultura
popular chilena es empleada -principalmente- en el
tratamiento de afecciones de las vias urinarias (cis-
titis, uretritis, inflamacion de la vejiga) y se la consi-
dera de utilidad en las enfermedades del higado (11).
Estas propiedades han sido descritas en la literatura
en base a estudios que mostraron que su compo-
siciobn quimica da cuenta de una rica diversidad de
metabolitos, incluidos fenodlicos, cumarinas, fenil-
propanoides, alcaloides, aztcares, terpenos como el
sesquiterpeno, con murolano y esqueletos amorfano
y flavonoides, ademas de quercetina y rutina (11, 12).

En vista a los antecedentes mencionados es que
presentamos una propuesta de investigacion en bus-
ca de una solucion a esta patologia desde el mundo
de la fitoterapia, dando una opcion de tratamiento
mas cercana y comprensible para el usuario, frente
a las infecciones causadas por especies del género
Candida. Dicha alternativa apunta a evitar las mul-
tiples reacciones adversas que se contraen al so-
meterse a los métodos establecidos por la medicina
convencional. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue determinar los componentes quimicos
del aceite esencial extraido de las partes aéreas fres-
cas de F. imbricata y evaluar su actividad antifangica.
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MATERIAL Y METODO

Recoleccion del material vegetal

La Fabiana imbricata fue recolectada en tem-
porada de floracion (enero 2019), en el cerro “Las
Vizcachas” (33°05'04.8"S; 71°01'49.3"W), comuna de
Olmué, Region de Valparaiso, Chile. La muestra ve-
getal fue identificada por el experto botanico Pa-
tricio Novoa y un espécimen (Voucher, Fi-01901)
fue depositado en el Herbario del Laboratorio de
Productos Naturales y Sintesis Organica “LPNSO”,
del Departamento de Quimica de la Universidad de
Playa Ancha, Valparaiso, Chile.

Extraccion del aceite esencial

El aceite esencial (AE) se extrajo de las partes aé-
reas frescas de la F. imbricata (500g) las cuales fue-
ron licuadas en 3 L de agua destilada, obteniendo
una pasta espesa que fue depositada en un balén de
5 L. Posteriormente, la mezcla fue sometida duran-
te cuatro horas a una hidrodestilacién mediante un
aparato de tipo Cleavenger (13), a 70°C. Una vez ter-
minado el proceso se extrajo la mezcla (agua/aceite)
con acetato de etilo, eliminando las trazas de agua
con Sulfato de sodio anhidrido (Na2SO4), la mez-
cla es filtrada y concentrada a presion reducida. La
muestra de AE obtenida se almacen6 a -4 °C hasta
que se realizaron las pruebas quimicas y biologicas

Analisis Cromatografico

El AE de F. imbricata se analiz6 mediante croma-
tografia de gases acoplado a espectrometria de ma-
sas (CG-EM) (14). Para la CG-EM se utiliz6 un GC/
MS 6890 de Hewlett-Packard acoplado a un detector
selectivo de masas 5973 de Hewlett-Packard (ioni-
zacion de electrones, 70 eV, Palo Alto, CA, EE.UU.)
y equipado con una columna capilar HP-5 MS. Las
condiciones de trabajo fueron las siguientes: tempe-
ratura del inyector 250 °C, temperatura del detector,
280 °C; gas portador, He a 1,25 mL /min; programa de
temperatura del horno: 35 °C durante 5 min, aumen-
tara 260 °Ca5 °C/min, y luego 260°C durante 5 min.
Los compuestos en el cromatograma se identifica-
ron por comparacién de sus espectros de masa con
los de la base de datos de la biblioteca del NIST 2014,
y por comparacion de su indice de retencion con los
reportados en la literatura (15) para el mismo tipo de
columna o a los estandares comerciales disponibles.

Actividad Biologica

Cepas de Candida

El aceite esencial de F. imbricata se ensay6 con-
tra cinco diferentes cepas de Candida: C. albicans, C.
parapsilopsis, C. lusitaniae, C. tropicalis y C. guillier-
mondii. Las cepas se obtuvieron de la coleccion del
laboratorio de investigacion de Bioensayos de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

Actividad Antifangica

La Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) se
determin6é por el método de microdilucion para
hongos levaduriformes (NCCLS/CLSI, 2008) M27-
A3. Los cultivos de todas las levaduras se colocaron
en Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) y se incubaron
durante 24-72 h a una temperatura de 37 °C. Las co-
lonias de este cultivo se suspendieron en NaCl es-
téril al 0,85% y el indculo se estandariz6 segun la
escala de 0,5 McFarland (1-5 106 UFC/mL). El test
antimicotico fue realizado en placas de 96 pozos. Las
cepas de levadura fueron preparadas en agua estéril
y se diluyeron en el medio RPMI 1640 (excepto en
el control de esterilidad). El aceite se disolvio en di-
metilsulféxido (DMSO) a concentraciones finales de
25 a 0,1 uyg/mL. La concentracion minima inhibito-
ria (CMI) se determind visualmente, después de 24 h
de incubacién, como la concentraciéon mas baja de
droga que causé una disminucion significativa del
crecimiento (= 50% de inhibicion) por debajo de los
niveles de control (16).

RESULTADOS

Composicion quimica del AE de F. imbricata

De las hojas frescas de F. imbricata se obtuvie-
ron 2,4 g de un aceite amarillo claro con un rendi-
miento del 0,48% (v/w). El AE esta compuesto prin-
cipalmente por sesquiterpenos oxigenados (78,81%),
monoterpenos oxigenados (4,75%), sesquiterpenos
hidrocarbonados (4,58%) y esteres de acidos grasos
(0,72%) (Tabla 1).

Se identificaron trece compuestos en el AE de F.
imbricata, que correspondieron al 88,86% del total
del aceite analizado y los principales componentes
son: (7a-isopropenil-4,5-dimetiloctahidroinden-4-il)
metanol (43,66%), bulnesol (17,02%) y T-muurolol
(5,75%) (Figura 1).
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Tabla 1: Tabla de componentes quimicos del aceite esencial de F. imbricata / Table of chemical components of essen-

tial oil of F. imbricata.

N° Compuesto RT (min) % Area® RI RI¢ Identificacion
1 Borneol 15,34 0,86 1147 1147 RL, MS, Co
2 Terpinen-4-ol 15,656 3,38 1176 177 RL, MS, Co
3 Terpineol 16,041 0,51 1186 1185 RL, MS
4 a-Cedreno 22,16 0,74 1410 1409 RL, MS
5 B Funebreno 22,30 3,49 1419 1419 RL, MS
6 Amorfadieno 23,39 3,84 1463 1463 RL, MS
7 Isoshiobunona 25,42 1,24 1518 1518 RL, MS
8 Sesquituriferona 25,96 5,30 1567 1566 RL, MS
9 (7a-Isopropenil-4,5- 27,02 43,66 1659 1659 RL, MS

dimetiloctahidroinden-4-il)metanol

10 Bulnesol 27,34 17,02 1663 1664 RL, MS
1 T-Muurolol 27,98 5,75 1666 1666 RL, MS
12 B-Costol 31,10 2,35 1787 1788 RL, MS
13 trans-Valerenil acetato 31,93 0,72 1831 1832 RL, MS

Total 88,86

Se identificaron trece compuestos en el AE de F.
imbricata, que correspondieron al 88,86% del total
del aceite analizado y los principales componentes
son: (7a-isopropenil-4,5-dimetiloctahidroinden-4-il)
metanol (43,66%), bulnesol (17,02%) y T-muurolol
(5,75%) (Figura 1).

Figura 1: Estructura quimica de los compuestos pre-
sentes mayoritariamente en el aceite esencial de F. im-
bricata

N
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Actividad Antifangica

El ensayo antifingico al que fue sometido el AE
de F. imbricata se llevo a cabo con cinco especies del
género Candida y para este ensayo se utilizd6 como
control clotrimazol y fluconazol, registrandose la
CIM como se detalla a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2: Actividad presentada por el AE de F. imbricata
sobre diferentes especies de Candida/ Activity presented
by EO of F. imbricata on different species of Candida.

CIM
Muestra
(ug/mlL)
C. C. C. C. C.
parapsi- tropi- lusita- albicans  guillier-
losis calis niae mondii
AE >25 >25 >25 20 10
Fluconazol 0,5 1,0 10 1,0 1,0
Clotrimazol 10 5 15 15 15

En la Tabla 2 se observa que el AE fue selectivo
para la cepa de C. guilliermondii, registrando un
valor 100 pg/mL que supera al control clotrimazol,
el que a su vez es superado diez veces por el flu-
conazol, con respecto a esta misma cepa del genero
Candida. Sin embargo, present6é una débil actividad
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frente a la cepa de C. albicans y una nula actividad
frente al resto de cepas a las concentraciones de tra-
bajo evaluadas.

DISCUSION

Las levaduras del género Candida se presentan
como la causa mas habitual de infecciones micoti-
cas oportunistas (16), lo que sumado al aumento en
la resistencia a los medicamentos da cuenta de la
necesidad de terapias alternativas en base a plantas.
Seglin la OMS se estima que alrededor del 80% de
la poblacion global utiliza extractos de hierbas o sus
componentes activos como medicina folclérica (17).
Debido a esto, el estudio se enfoco en la actividad
antifingica del AE de F. imbricata sobre las cepas de
Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
albicans y C. guilliermondii, la que mostré efectivi-
dad en contra de las dos tltimas cepas de las cinco
evaluadas. En este sentido, estudios recientes con
extractos Solanum lycopersicum -especie perte-
neciente a la familia Solanaceae-, al igual que la F.
imbricata, informan la sensibilidad de los extractos
frente a C. guilliermondii y una alta resistencia sobre
diferentes cepas de C. albicans (18).

Asimismo, se ha reportado que los sesquiter-
penos oxigenados principal familia de compuestos
identificados en el AE de F. imbricata presentan po-
tentes propiedades antibacterianas, antioxidantes y
anti-fangicas (19). Es el caso del AE de Cryptocarya
alba que evidencia una alto contenido de sesquiter-
penos y monoterpenos oxigenados con una potente
actividad anti-fungica contra hongos de diferentes
clases como son Nosema ceranae (20), micosis que
afecta a las abejas mieliferas y C. albicans (21).

En base a lo expuesto, los aceites esenciales tie-
nen dos caracteristicas destacadas: baja toxicidad
para las personas via topica y el medio ambiente, de-
bido a sus composicion, y bajo riesgo de desarrollo
de resistencia por parte de los microorganismos pa-
togenos de los que se encuentran constituidos (22),
derivada de su mixtura de volatiles. Por estas razo-
nes y considerando los resultados, recomendamos el
potencial uso de AE de F. imbricata para el desarrollo
de un nuevo y selectivo compuesto antifingico en
contra de C. guilliermondii.

CONCLUSIONES

La F. imbricata no posee una actividad antiftngica
de amplio espectro, pero si tiene un efecto antifan-
gico dirigido sobre C. guilliermondii, lo que la con-
vierte en un posible coadyuvante para tratamientos
médicos contra este agente y, por ende, es posible
introducirlo como un potencial alimento funcional.

También cabe consignar que los compuestos ma-
yoritarios encontrados en el aceite pueden ser los
responsables de esta actividad, quedando como pro-
yeccion la posibilidad de indagar mas sobre las acti-
vidades antifingicas de cada uno de ellos, ademas de
buscar el mecanismo de accion que presenta frente
a C. guilliermondii.
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