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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad anti-Candida albicans in vitro del aceite esencial de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”. Materiales y Métodos: EI material vegetal fue recolectado en el
distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, capital Cabana, regién Ancash. El aceite esencial se obtuvo
mediante un equipo de destilacion por arrastre a vapor de agua, usando 5 kg de hojas frescas de panizara. La
actividad in vitro anti-Candida albicans se realizé por el método de difusion en agar exponiendo actividad
del aceite esencial a concentraciones de 100, 75, 50 y 25 % utilizando nistatina como control positivo.
Resultados: El rendimiento del aceite esencial fue de 0,58% v/p. En la determinacién analitica de la actividad
anti-Candida albicans, el aceite esencial al 100, 75, 50 y 25% present6 una halo de inhibicion de 25,233;
23,4; 21,433 y 16,2 mm respectivamente. Conclusién: El aceite esencial de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” posee actividad antifingica significativa frente a la cepa de Candida
albicans en concentraciones de 100, 75 y 50 %.
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ABSTRACT

Obijective: To evaluate the anti-Candida albicans activity in vitro of the essential oil of the "panizara" leaves.
Materials and Methods: The vegetal material was collected in the district of Huacaschuque, province of
Pallasca, region of Ancash. The essential oil was obtained by means of steam distillation equipment, using 5
kg of panizara leaves. The in vitro anti-Candida albicans activity was performed by the agar diffusion method
exposing essential oil activity at concentrations of 100, 75 and 50% using nystatin as a positive control.
Results: The yield of the essential oil was 0.58% v/p. In the analytical determination of the anti-Candida
albicans activity, the essential oil at 100; 75; 50 and 25% presented an inhibition halo of 25,233; 23.4; 21.433
and 16.2 mm respectively. Conclusion: The essential oil of the leaves of Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts "panizara” has significant antifungal activity against the strain of Candida albicans in
concentrations of 100, 75 and 50%.
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INTRODUCCION

Durante los Gltimos afios se ha incrementado
la incidencia de enfermedades flngicas (1) y el
considerable aumento de pacientes inmuno-
comprometidos con quimioterapia, nutricion
parenteral, cirugia de trasplante y el uso de
agentes antimicrobianos de amplio espectro,
quienes son altamente susceptibles a las
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infecciones oportunistas. Las infecciones flngicas
sistémicas y dérmicas son la causa de gran morbi-
mortalidad en este tipo de pacientes (2).

Para la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), la medicina tradicional y complementaria
(MTC) es la suma de los conocimientos,
habilidades y practicas de diversas culturas,
utilizadas para mantener la salud. Debido a esto se
ha desarrollado una nueva estrategia de la
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Medicina Tradicional a fin de promover la
utilizacion segura y eficaz de la MTC a través de
laregulacion y la investigacion. Como respuesta a
esto, el Perd ha efectuado importantes aportes de
especies y variedades para el mundo. El empleo
de los recursos vegetales viene incrementandose,
debido al conocimiento de su composicion
guimicay a los ensayos farmacoldgicos realizados
3).

Las micosis causadas por especies del género
Candida y especialmente por Candida albicans,
ha aumentado en las Ultimas tres décadas. La zona
mas frecuentemente afectada son los pliegues
cutaneos donde la humedad crea un habitat
adecuado para su supervivencia. Se puede
manifestar como: intertrigo de grandes pliegues,
erosion interdigital, candidiasis del pafial,
foliculitis, onicomicosis candidiastica con
parinoquia y perionixis (4).

Nuestro pais reconocido como territorio
megadiverso tiene una variada riqueza de suelos
debido a las diversas zonas geogréficas, factores
edaficos y otros factores ambientales, que
favorecen el desarrollo de un gran ndmero de
recursos vegetales con diversas propiedades
terapéuticas, como la antifungica. Las plantas
aromaticas de la familia Lamiaceae son usadas en
infusiones y han sido ampliamente estudiadas por
sus propiedades antimicrobianas. Dentro de esta
familia se encuentra el género Clinopodium, el
cual ha sido objeto de diversas investigaciones
acerca de la actividad antimicrobiana en aceites
esenciales y en diversos extractos, sin embargo,
no hay investigaciones reportados de la especie
vegetal  Clinopodium  pulchellum  (Kunth)
Govaerts “panizara” con respecto al estudio de la
actividad antifungica frente a Candida albicans.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Instituto de
Investigacion en Ciencias Farmacéuticas vy
Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la
UNMSM, el Instituto de Microbiologia y
Parasitologia “Simén Pérez Alva” de la Facultad
de Farmacia y Biogquimica de la UNMSM.

Reactivos y Equipos

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de
las casas comerciales Merck y Sigma: metanol,
etanol, n-hexano, butanol, sulfato de sodio
anhidro, agar Dextrosa Sabouraud, escala de Mac
Farland, DMSO (dimetilsulféxido). Por otro lado,
se utilizaron equipos tales como: camara de
incubacion Memmert, estufa y destilador por
arrastre a vapor de agua.
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Colecta de la muestra

Hojas frescas de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara” fueron recolectadas
en el distrito de Huacaschuque, provincia de
Pallasca, capital Cabana, Region Ancash ubicada
a 3100 msnm, durante el mes de diciembre del
2017; las hojas se secaron bajo sombra a
temperatura ambiente promedio 20 °C durante
ocho dias. La clasificacion taxonomica se realizo
en el Museo de Historia Natural de la UNMSM.

Obtencion del aceite esencial

Cinco kilogramos de hojas secas fueron
tratados en un equipo destilacion por arrastre de
vapor de agua. El destilado se separ6 tomando en
cuenta sus propiedades de inmiscibilidad vy
diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, se deshidraté con sulfato de sodio
anhidro y posteriormente se conservé en un frasco
de vidrio de color ambar bajo refrigeracién a una
temperatura de 4°C (13,14).

Determinaciones antifangicas

En la determinacion de la actividad antifingica
frente a Candida albicans, se empled el método de
difusion en Agar. Esta prueba se basa en la
inhibicién del crecimiento flngico, mediante la
difusion de las sustancias activas en un medio
solido y se evidencia por la formacion de halos
claros alrededor de las colonias (5).

Microorganismo

Candida albicans ATCC 10231, del
Laboratorio de Microbiologia del Instituto de
Quimica Bioldgica, Microbiologia y
Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo” de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica, UNMSM.

Muestra

Aceite esencial de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts ‘“panizara” en
concentraciones de 100; 75; 50 y 25 por ciento,
utilizando como diluyente alcohol etilico de 96°.

Preparacion del indculo

Para la preparacion de la suspension del
indculo, se utilizé a la Candida albicans crecidos
en agar dextrosa Sabouraud por 48 h. Luego se
suspende al microorganismo en solucién salina
0,85% estéril y se ajusta la turbidez al equivalente
al tubo 0,5 de la escala de McFarland.

Preparacion e inoculacion de las placas

El medio agar dextrosa de Sabouraud
previamente reconstituido, esterilizado, enfriado y
mantenido a 45 °C, se procedi6 a inocular con 1
mL de suspension del inéculo (1 x108 UFC/mL)
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por cada 100 mL de medio de cultivo,
homogenizado y distribuido en placas Petri de
vidrio estéril de 90 mm de didmetro. Se dejo
solidificar y se rotuld con el nombre del
microorganismo. Finalmente se hacieron pozos
con la ayuda de un sacabocado de acero de 11 mm
de diametro externo, en cada placa se hizo 2 6 3
pozos equidistantes.

Inoculacién e incubacién de la muestra

Se procedié a colocar 100 pL del aceite
esencial en las concentraciones sefialadas
anteriormente en los pozos, se dejo reposar por 30
minutos a temperatura ambiente y se lleva a
incubacion a 37°C por 24 horas. Como control
negativo se utilizé etanol 96° y como control
positivo se utilizaron discos de susceptibilidad
con nistatina 0,2 pg.

Lectura e interpretacion de los resultados

Se observaron las zonas claras de inhibicion
del crecimiento (halos) y se midio los didmetros
en mm. Se considera que tiene una actividad
antifungica significativa a un halo de inhibicion
mayor a 18 mm.

RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo se muestran en
las Tablas 1, 2 y Figura 1, respectivamente.

Tabla 1. Analisis preliminar y constantes fisicas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

DETERMINACIONES RESULTADOS

Liquido oleoso,
ligeramente amarillo,
aromatico, agradable y
altamente volatil

Anadlisis organoléptico

Solubilidad Insoluble en agua,
ligeramente soluble en
metanol, soluble en etanol,

n-hexano y éter etilico.

Densidad (21°C):
0,978 £0,018
pH (21°C): 5,60 % 0,004
indice de refraccion
(21°C):1,475 + 0,011

Constantes fisicas*

*La determinacion la densidad, pH e indice de refraccion
se realizaron por triplicado.

Tabla 2. Resultados de la actividad antifingica del aceite esencial de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” frente a Candida albicans empleando el
método de difusion en agar

Concentracion del aceite Candida albicans
Muestra esencial diluido en etanol (halos de inhibicién en
absoluto (v/v) mm)
Aceite  esencial de 100% 25,233 + 0,252
Panizara* 75% 23,400 + 0,458
50% 21,433+ 0,153
25% 16,200 + 0,529
Control positivo 0,2 pg /mL** 38,330 + 0,404
(Nistatina)
Control negativo Etanol absoluto Inactivo

*E| aceite esencial se diluyé en etanol absoluto.
**0,2 pg de nistatina por cada mL de etanol absoluto.

)

Fig. 1. Halos de inhibicién producidos por el aceite esencial al 50, 75y 100 %
respectivamente de izquierda a derecha.
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DISCUSION

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara” presentd un
rendimiento de 0,58 % v/p a partir de 5 kg de
hojas, mientras que otra investigacion reportd un
rendimiento mayor, equivalente al 1%, aunque la
diferencia se debi6 a factores ecoldgicos,
climaticos y edafoldgicos, la principal diferencia
radicaria en el tratamiento de la muestra, ya que la
investigacion de Carhuapoma tuvo como
referencia el uso de hojas secas (5,6).

En diversas investigaciones se establece que la
accion antimicrobiana de los componentes de los
extractos y de los aceites esenciales se debe al
caracter lipofilico de su esqueleto de
hidrocarbonos y principalmente al caracter
hidrofilico de sus grupos funcionales (7). El
linalool, posee grupo funcional alcohol, es un
antimicrobiano  moderado,  estomacal vy
carminativo (8).

Se ha demostrado que el aceite esencial de
Clinopodium  pulchellum  (Kunth) Govaerts
“panizara” posee actividad significativa frente a
Candida albicans en las concentraciones de 50%,
75% y 100% que equivalen a 48,9 mg; 73,35 mg;
97,8 mg respectivamente de aceite esencial de
panizara frente a la cepa de Candida albicans.
Para el control positivo se trabajé a concentracion
de 0,2 ug/mL de nistatina. Esta actividad podria
atribuirse a la presencia de ciertos terpenos
presentes en su composicion quimica (9), debido
a que los terpenoides son los principales
constituyentes de la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales (10), siguiendo en orden de
actividad los terpenoides que contienen grupos
fenoles y alcoholes, luego los que poseen
aldehidos y por ultimo los que tienen grupos
cetonicos, aungque mecanismo especifico de los
terpenoides ain no ha sido claramente
caracterizado. Actualmente se propone como
posible sitio de accion, la membrana celular donde
los terpenoides surtirian efecto, desencadenando
una serie de procesos que podrian arribar en la
muerte microbiana (11,12). En este caso el
linalool, D-limoneno, terpinen-4-ol, gamma-
terpineno, eucaliptol, presentes en la composicién
quimica del aceite esencial de panizara actuarian
en sinergismo.

CONCLUSIONES

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara” presenta actividad
antifangica significativa frente a Candida
albicans en las concentraciones de 50%, 75% y
100%.
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