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Asociacioén in vitro del aceite esencial Eugenia caryophyllata Thunb. y anfotericina B sobre cepas
de Candida tropicalis. Candida tropicalis es una de las especies de Candida no-albicans mas prevalen-
tes en infecciones del torrente sanguineo. Muchas especies del género Candida han exhibido resistencia
a los antifngicos utilizados en tratamiento. Los aceites esenciales se han presentado como alternativa
debido a su potencial actividad antifingica. El aceite esencial de Eugenia caryophyllata es utilizado en la
medicina tradicional como antinflamatorio, analgésico, antipirético y antifingico. Con el objetivo de corro-
borar esta Ultima propiedad terapéutica y buscar nuevas alternativas para el tratamiento antifingico, se
evalué la actividad antifingica del clavo de olor solo y asociado con anfotericina B sobre cepas de Candi-
da tropicalis. En concentraciones de 512 y 1024 pg/mL se observoé inhibicion de la formacion de pseudohi-
fas y desarrollo de blastoconidios con morfologia alterada. El aceite esencial mostré actividad fungicida
dependiente de la concentracién, y asociada a la anfotericina B present6 efecto aditivo. Los resultados de
este trabajo son prometedores, pero son necesarios mas estudios para elucidar el mecanismo de accion.
Palabras claves: Candidiasis, efecto aditivo, antifingico, medicina tradicional, fungicida

In vitro Combination of Essential oil of Eugenia caryophyllata Thunb and amphotericin B on strains
of Candida tropicalis. Candida tropicalis is one of the most prevalent Candida non-albicans species in
bloodstream infections. Many Candida species have shown resistance to antifungal agents used in treat-
ment. Essential oils have been presented as an alternative due to their potential antifungal activity. The
essential oil of Eugenia caryophyllata is used in traditional medicine as an anti-inflammatory, analgesic,
antipyretic and antifungal. In order to test for the latter therapeutic property and search for new antifungal
treatment alternatives, antifungal activity of clove oil was evaluated alone and associated with amphoteri-
cin B on strains of Candida tropicalis. At concentrations of 512 and 1024 pg/mL inhibition of pseudohyphal
formation and development of blastoconidia with altered morphology were observed. The essential oil
showed concentration-dependent fungicidal activity, and additive effect in association with amphotericin B .
The results of this study are promising, but further studies are necessary to elucidate the mechanism of
action.
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es una de las especies de Candida no-albicans

INTRODUCCION

C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis y C. krusei son responsables
alrededor del 95% de las infecciones invasivas
producidas por hongos del género Candida
(Pfaller y Diekema 2010). Candida tropicalis

Steviana, Vol. 6, 2104, pp. 20 - 35
Recibido 7 julio 2014; aceptado 8 setiembre 2014

mas prevalente, principalmente en América
Latina (Pfaller et al. 2000).

En América del Sur y especificamente en
el Brasil, Candida tropicalis se encuentra
como el tercer agente mas frecuente aislado
en infecciones del torrente sanguineo (infec-
ciones sistémicas, candidemias) (Pfaller et al.
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2000; Godoy et al. 2003; Antunes et al. 2004;
Almirante et al. 2005; Cheng et al. 2005;
Colombo, Nucci y Park 2006; Nucci y
Colombo 2007; Silva et al. 2011)

Segun el agente etiolégico, la mortalidad
asociada a C. albicans varia de 25 a 45% en
diferentes estudios, mientras tanto, cuando se
refiere a C. tropicalis, dichos porcentajes var-
fan entre 40 a 60% (Pappas, Rex y Lee 2003;
Nucci y Colombo 2007).

C. tropicalis presenta considerable poten-
cial biolégico como agente oportunista en
paciente con cancer, leucemia y neutropenia
(Wingard 1995; Nucci et al. 1998; Almirante
et al. 2005; Nucci y Colombo 2007; Silva et
al. 2011). Al contrario de C. albicans, la de-
teccion de C. tropicalis estd frecuentemente
asociada con el desarrollo de infecciones
fungicas sistémicas, entretanto diversos de-
terminantes de virulencia son compartidos
entre las dos especies (Zaugg y Zepelin 2001;
Negri et al. 2012)

Cabe resaltar la existencia de aislados de
Candida con resistencia in vitro e in vivo a
antifungicos de uso comin destacandose es-
pecies de Candida no-albicans, a las que du-
rante mucho tiempo no se les dio importancia
pero que en los Ultimos afios ha crecido la
evidencia acerca de la virulencia e importan-
cia de dichas especies (Silva et al. 2011;
Nucci y Colombo 2007).

Especies como C. krusei y C. glabrata pre-
sentan resistencia intrinseca al fluconazol, sin
embargo, C. tropicalis y C. lusitaneae, tam-
bién han presentado una progresiva resistencia
a dichos antifingicos. A pesar de presentar
varios efectos adversos, algunos relacionados
con la infusién (agudos) como: nauseas,
vomitos, fiebre, mialgias etc.; y otros relacio-
nados con las dosis (cronicos): anemia y falla
renal, la anfotericina B continua siendo el
tratamiento de eleccion para los casos de can-
didiasis sistémicas (Ostrosky-Zeichner, Marr,

Rex, and Cohen, 2003; Tan et al. 2008; Negri
et al. 2012).

Las limitaciones en el tratamiento ha indu-
cido el uso de terapéutica antifungica combi-
nada, especialmente en pacientes criticos y
como alternativa se han estudiado muchas
combinaciones de antifingicos comerciales y
productos naturales (Nishi et al. 2009;
Mukherjee et al. 2005; Wagner 2005; Rosato
et al. 2008; Amber et al. 2010; Saad et al.
2010; Coutinho et al. 2009; Wagner 2011).

Historicamente, entre los productos natura-
les los extractos vegetales y en especial los
aceites esenciales, han se destacado por sus
maltiples usos y propiedades en la medicina
popular: antiviral, analgésica, antimicrobiana,
cicatrizante, expectorante, relajante, anti-
séptica, antinflamatoria entre otras
(Nascimento et al. 2007; Park et al. 2007;
Singh, Baghotia y Goel 2012).

Dichos conocimientos sirvieron de base
para muchos trabajos cientificos, los cuales
confirmaron la notable actividad antifungica
que los aceites esenciales presentan, entre
ellos: Cinnamomum zeylanicum, Citrus limon,
Eucalyptus citriodora, Eugenia uniflora L.,
Peumus boldus, Rosmarinus officinialis, Zin-
giber officinale, Eucalyptus globulus, Cymbo-
pogon winterianus, Thymus vulgaris, y sus
fitoconstituyentes eugenol y carvacrol (Chami
et al. 2004; Silva et al. 2012; de O. Lima et al.
2006; Bansod y Rai 2008; Castro y Lima
2010; Oliveira et al. 2011; Pereira et al. 2011;
de Lira Mota et al. 2012; Lima et al. 2013; de
Oliveira Pereira, Mendes, y de Oliveira Lima
2013).

Shin y Lin, 2004, determinaron la activi-
dad antifngica de diferentes aceites esencia-
les sobre cepas de Trichophyton, en donde se
destaco el fuerte sinergismo entre Pelargo-
nium graveolens y ketoconazol sobre cepas de
T. erinacei, T. schoenleinii y T. soudanense.
Un efecto semejante se observé cuando se
evalud la asociacion de sus principales consti-
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tuyentes: geraniol y citronelol con ketocona-
zol, especialmente contra T. soudanense y T.
schoenleinii.

En 2008, Rosato y colaboradores demos-
traron el efecto sinérgico de la asociacion de
los aceites esenciales de Melaleuca alternifo-
lia, Origanum vulgare, Pelargonium graveo-
lens con la anfotericina B sobre once cepas de
C. albicans. Ademas, la asociacion entre P.
gravelens y anfotericina B se mostré6 prome-
tedora.

Amber et al. (2010) analiz6 la interaccion
del aceite esencial de Ocimum sanctum con
fluconazol y ketoconazol sobre cepas de C.
albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis sen-
sibles y resistentes a fluconazol. De las 74
cepas estudiadas, en apenas 11 cepas nho se
observo sinergismo.

El aceite esencial de clavo de olor (cravo
da india) proviene de botones florales, de las
hojas y troncos del arbol de Syzygium aroma-
ticum (Oriente), Eugenia caryophyllata, Eu-
genia aromaticum (ocidente) o Eugenia car-
yophyllus. Existen apenas pequefias diferen-
cias morfoldgicas entre estas especies, como
presencia y ausencia de pilosidades, pudiendo
ser consideradas esencialmente la misma.
Ademas muchos autores citan que son siné-
nimos (Schmid 1972; Burt and Reinders 2003;
Daniel et al. 2009; Milind, Article, y Deepa
2011; Singh et al. 2012)

El aceite esencial de Eugenia caryophylla-
ta Thunb. es ampliamente utilizado y conoci-
do por sus propiedades farmacoldgicas: acti-
vidad antibacteriana (Cai y Wu 1996;
Kouidhi, Zmantar y Bakhrouf 2010; Kalemba
y Kunicka 2003; Chaieb y Hajlaoui 2007),
actividad antifungica (Bansod y Rai 2008;
Gayoso et al. 2005; Trajano et al. 2009; Singh
et al. 2012), antiviral (Chaieb y Hajlaoui,
2007; Kurokawa et al. 1998), como anestésico
(Altun, Hunt y Usta 2006; Seol et al. 2007),
antioxidante (Jirovetz et al. 2007; Chaieb y
Hajlaoui 2007; Yanishlieva, Marinova y

Pokorny 2006), anti-carcinogénico (Lee y
Shibamoto 2001), insecticida (Yang, Lee,
Lee, Choi y Ahn 2003) y repelente de mosqui-
tos (Trongtokit, Rongsriyam, Komalamisra y
Apiwathnasorn 2005). Ademas es muy utili-
zado en la gastronomia (Milind et al. 2011).

Dada la importancia de los aceites esencia-
les, en especial las especias que pueden ser
utilizadas como alimentos funcionales y la
escasa informacion sobre sus usos, resulta
interesante aumentar el conocimiento sobre su
potencial actividad antifungica, buscando el
equilibrio entre la aceptabilidad y la eficacia
antimicrobiana (Frutuoso et al. 2013; Burt
2004).

Por todo lo expuesto, los objetivos de este
trabajo fueron evaluar el efecto de la asocia-
cion del aceite esencial de E. caryophyllata y
la anfotericina B sobre cepas de C. tropicalis,
observar la accion de dicho aceite sobre la
micromorfologia y viabilidad fungica y de-
terminar el tipo de actividad antiflngica.

MATERIALES Y METODOS

Productos testados: Aceite esencial (AE)
de Eugenia caryophyllata Thunb. (Cravo da
india, clavo de olor), que fue adquirido de
FERQUIMA Ind. y Com./Séo Paulo y la anfo-
tericina B de Sigma-Aldrich®. El aceite esen-
cial fue analizado previamente por cromato-
grafia gaseosa y se determind que el principal
fitoconstituyente es el eugenol, representando
74,2 %, seguido por el humuleno en un 9,9%
(Mendes et al. 2012).

Cepas Fungicas: Se utilizdé una cepa estan-
dar de Candida tropicalis ATCC 13803 pro-
veniente del Laboratorio de Micologia de la
Universidad Federal de Paraiba y cepas clini-
cas aisladas de sangre CT 01y CT 05.

Efecto de aceite esencial y anfotericina B
sobre la micromorfologia de C. tropicalis:
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Se utilizo la técnica de micromorfologia de
levadura, utilizando el medio de cultivo agar-
arroz en camara humeda (Sidrim y Rocha
2004). Las emulsiones de aceite esencial y
anfotericina B equivalentes a la concentracién
inhibitoria minima — CIM y CIMx2 (512 y
1024 pg/mL, 2 y 4 pg/mL, respectivamente)
fueron agregadas al el medio de cultivo fundi-
do sobre un porta objeto estéril. Después de
solidificado, se sembré la cepa en dos estrias
que fueron cubiertas con cubre objeto estéril.
La placa fue incubada por 24 horas, 35°- 37°C
y la preparacion fue examinada en microsco-
pio oOptico con aumento de 400x para de ob-
servar la presencia de estructuras caracteristi-
cas como pseudohifas y blastoconidios.

Actividad del aceite esencial sobre la viabili-
dad fangica de C. tropicalis (Time-kill)

En este ensayo fue observado el compor-
tamiento de las cepas ATCC 13803 y CT 01,
frente a las concentraciones inhibitorias
minimas de AE por el método de conteo de
unidades formadoras de colonias. Al principio
fue inoculada 0,5 mL de la suspensién de
levaduras en 4,5 mL de caldo Sabouraud con
concentraciones variadas de AE (CIM/2;
CIM; CIMx2; CIMx4).

En los intervalos de 0, 2h, 4h, 8h e 24 h
después de la incubacién, una alicuota de 10
uL del inéculo fue sembrada de forma uni-
forme en placas de Petri conteniendo Agar
Sabouraud Dextrosa. En las mismas condicio-
nes también fue analizado un grupo control en
la ausencia de aceite esencial y antifingico
estandar.

Las placas inoculadas fueron incubadas a
35-37°C por 24-48 horas. Después del periodo
de incubacién, se realizo el conteo de células
viables, que fue expresado en UFC/mL y pre-
sentado en forma del grafico de la curva de
muerte microbiana (Klepser et al. 1998;
Klepser et al. 1997).

Cuando hubo una reduccion menor que
99,9% o de 3logl0 de UFC/mL en compara-
cioén al control se considero6 que el aceite tiene
efecto fungistatico; si la reduccion fue mayor
o0 igual a 99,9% o 3logl0 se atribuye al AE
actividad fungicida, o sea, que tiene la capaci-
dad de matar microorganismos, al contrario de
lo anterior que apenas inhibe el crecimiento
(Correa-Royero, Tangarife, Duran, Stashenko
y Mesa-Arango 2010; Ernst, Klepser, Wolfe y
Pfaller 1997; Roling et al. 2002).

Ensayo de sinergismo - Método checkerboard

El efecto combinado del AE y el antifingi-
co estandar fue determinado a partir de la
técnica de checkerboard para la derivacion de
indice de Concentracion Inhibitoria Fraccio-
nada (indice CIF). La turbidez de las suspen-
siones fungicas fueron comparadas y ajusta-
das a la presentada por el tubo 0,5 de la escala
McFarland, la cual corresponde a un inéculo
de aproximadamente 10° UFC/mL.

Para tal técnica se utilizaron microplacas
de 96 pocillos, en forma de “U”. En cada po-
cillo, inicialmente se agreg6 100 uL de medio
de cultivo liquido Sabouraud Dextrosa, poste-
riormente 50 pL de cada producto test en dife-
rentes concentraciones: CIM/8, CIM/4,
CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8, sien-
do dispensado en sentido vertical el antifungi-
co estandar (anfotericina B) y en sentido hori-
zontal el aceite esencial, originando diferentes
combinaciones entre los dos productos proba-
dos.

Por ultimo se agregd 10 pL. de las suspen-
siones fungicas, para lo cual se utilizaron las
cepas ATCC 13803, CT 01y CT 05. Las pla-
cas fueron incubadas a 35°-37°C por 24-48h
donde se observd el crecimiento flngico. El
ensayo fue realizado por duplicado.

El indice CIF se calculé por medio de la
suma de CIF” + CIF®, A; representa el aceite
esencial y B, antifingico estandar. El CIF” se
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calculd utilizando la relacion CIM” combina-
do/ CIM”* solo, mientras tanto que CIF® =
CIM® combinado/CIM® solo.

Este indice se interpretd de las siguientes
formas de sinergismo: sinergismo (<0,5) efec-
to aditivo (0,5-1,0) indiferencia (>1 e <4) o
antagonismo (>4,0) (Correa-Royero et al.,
2010; Lewis, Diekema, Messer, Pfaller vy
Klepser 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios realizados previamente se
determind la concentracién inhibitoria minima
(CIM) y fungicida minima (CFM) del aceite
esencial de E. caryophyllata: 512 pg/mL y
1024 pg/mL, respectivamente. Ademas, se
determiné que el eugenol es el principal cons-
tituyente del AE en cuestioén, lo cual concuer-
da con lo encontrado en la literatura (Mendes
et al. 2012).

En varios estudios, se demostré que la
CIM del eugenol, principal fitoconstituyente,
es similar al del aceite esencial de E. caryop-
hyllata, con lo cual se puede atribuir que la
actividad antimicrobiana de dicho aceite es
debido al eugenol y también que el fitocom-
plejo es tan eficaz como el compuesto aislado,
que es mas caro y dificil de obtenerse (Pinto
et al. 2009; Nzeako, Al-Kharousi, y Al-
Mahrooqui 2006; S. Burt 2004). Con el obje-
tivo de continuar elucidando el efecto anti-
fangico de E. caryophyllata, se procedi6 al
estudio de la interferencia de dicho AE sobre
la micromorfologia de C. tropicalis

Las sefiales visibles de accion del AE so-
bre los hongos, pueden ser observadas por
medio de las alteraciones morfol4gicas a nivel
macroscépico y/o microscopico (Kalemba vy
Kunicka 2003; Mitchell et al. 2010). En la
figura 1 se visualizan las alteraciones mor-
foldgicas producidas en la cepa CT 01 luego
del tratamiento con las concentraciones CIM y
CIMx2 del AE y de la anfotericina B en com-

paracion con el grupo control. Ademas, se
observd una inhibicion de la formacion de
pseudohifas, alteraciones en la morfologia de
blastoconidios y formacion de vacuolas en las
células y pérdida de contenido citoplasmatico.

La formacion de hifas y pseudohifas se
presentan como factores de virulencia expre-
sos por hongos de género Candida, que repre-
sentan una barrera para la fagocitosis impi-
diendo su eliminacion del tejido epitelial. Los
cambios en la morfologia estan asociados a la
patogenicidad del microorganismo, ademas,
los factores ambientales influyen en el estado
fisioldgico de las levaduras comensales, que
se vuelve agente causal de las infecciones
(Romani, Bistoni, y Puccetti 2003; Whiteway
y Oberholzer 2004).

El AE produjo alteraciones en la morfolog-
ia de las células fungicas analogas a las pro-
ducidas por la anfotericina B, que fue utiliza-
do como un control positivo, ya que esta es
utilizada en el tratamiento de candidiasis
sistémicas. De esta manera, se puede atribuir
que este AE posee un moderado potencial
antifungico, ya que fue capaz de inhibir la
formacién de hifas y pseudohifas.

Con el objetivo de elucidar si el efecto del
aceite esencial del clavo de olor es fungistati-
co o fungicida, dependiente o no de la concen-
tracion y oftiempo, se realiz6 la técnica de
time-kill, muy utilizada en la evaluacién de
nuevos antimicrobianos (Pfaller, Sheehan vy
Rex 2004).

El AE del clavo de olor mostro efecto
fungicida (reduccion de 99,9%) sobre la cepa
CT 01 a concentraciones de 1024 y 2048
pg/mL, después 4 y 2 horas, respectivamente,
como se ve en la figura 2. Sobre la cepa
ATCC 13803 (figura 3), el efecto fungicida
del AE en las mismas concentraciones se
mostré apenas después de 24 horas.

La anfotericina B que fue utilizada en la
concentracion de 2 pg/mL, correspondiente a
la CIM, mostrd actividad fungistatica sobre
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las dos cepas, expresando que su actividad
fungicida es dependiente de la concentracion
(Ernst et al. 1997; Klepser et al. 1997).

De esta manera, se puede decir que este
AE presenta actividad dependiente de su con-
centracion, o sea, cuando se aumenta su con-
centracion, mejora el efecto, pasando de fun-
gistatico a fungicida. La actividad fungicida
es clinicamente mas importante de que la fun-
gistatica, pese a que no depende del sistema
inmunoldgico para resolver la infeccion. Se
debe resaltar que pacientes inmunodeprimidos
necesitan hacer uso profilactico de drogas
fungistaticas, lo cual aumenta la frecuencia
del consumo de drogas con resistencia innata
0 adquirida en casos clinicos (Monk y
Goffeau 2008).

Ademas, cabe resaltar que Marquez, 2010
evalué la citotoxicidad de la fraccion hexanica
del clavo de olor sobre lineas celulares norma-
les OK, LLC-PK1 y CHANG en concentra-
ciones de 1000, 100, 10 pg/mL, en donde se
encontrd un alto porcentaje de viabilidad de
las células normales, por encima de 60%.
Estos resultados nos estimularon a seguir in-
vestigando el efecto del aceite esencial de
clavo de olor.

La sinergia entre los agentes antiflngicos
ha sido muy utilizada en la clinica médica,
siendo evaluado en laboratorio por la técnica
de checkerboard, que tiene la ventaja de ser
facil de ejecutar y estandarizar (White et al.
1996; Lewis et al. 2002; Hemaiswarya,
Kruthiventi y Doble 2008)

Tras a la evaluacion del sinergismo entre
anfotericina B y el AE de E. caryophyllata
sobre las cepas clinicas CT 01y CT 05y la
cepa estandar ATCC 13803 de C. tropicalis se
observo la disminucion de los valores de CIM
para ambos productos testeados: una reduc-

cién de 87,5% y 50% en los valores de CIM
del AE de Clavo de olor y anfotericina B,
respectivamente.

Como se expresa en la tabla 1, el valor de
indice de CIF (ICIF) fue de 0,6; lo cual indi-
can un efecto aditivo de la asociacion del AE
y la anfotericina B sobre cepas de C. tropica-
lis.

La utilizaciéon de combinados de productos
naturales y antigingicos en la clinica es cada
vez mayor, lo cual se ve reflejado en el au-
mento de las publicaciones en los ultimos
afios en el &rea de investigacion con fitofar-
macos (Wagner y Ulrich-Merzenich 2009;
Amber et al. 2010; de Lira Mota et al. 2012;
de Oliveira Pereira, Mendes y de Oliveira
Lima 2013).

La combinacién de compuestos derivados
de plantas y antibidticos ya fueron probados
contra  diferentes  agentes  infecciosos
(Hemaiswarya, Kruthiventi y Doble 2008;
Amber et al. 2010; Coutinho, Costa, Lima,
Falcdo-Silva y Siqueira 2009), destacandose
la levadura del género Candida (Han 2007;
Shin y Pyun 2004; Giordani et al. 2004; Saad
et al. 2010; Silva et al. 2012).

Nuestros resultados concuerdan con los es-
tudios de Shin y Pyun 2004 y Silva et al.
2011, que describieron el efecto aditivo de la
asociacién de aceites esenciales y antifangicos
utilizados en la clinica sobre cepas de C. tro-
picalis.

Este tipo de asociacion puede ampliar los
espectros de accion y eficacia de cada droga,
permitiendo asi la utilizacion de concentra-
ciones menores de cada droga, reduciendo los
posibles efectos adversos y/o tdxicos
(Cuenca-Estrella  2004; Lewis, Viale vy
Kontoyiannis 2012).
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Figura 1: Aspectd'ﬁicroscépico de la C. tropicalis cepa CT 01, utilizando la técnica de microcultivo. 1, 2:
control; 3: expuesto a anfotericina B — CIM; 4: expuesto a anfotericina B — CIMx2; 5: expuesto al AE de
E. caryophyllata — CIM; 6: expuesto al AE de E. caryophyllata — CIMx2. a: pseudohifas; b: blastoconi-

dios. Aumento de 400x.
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Tabla 1. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM - pg/mL) e indice de Concentracion Inhibitoria Fraccio-

nal (ICIF) después de la combinacion del aceite esencial de E. caryophyllata con Anfotericina B sobre

cepas de C. tropicalis CT01, CT05y ATCC 13803.

CIM associadas

CIF* ICIF®
Cepas (ug/mL)
AE  Anfotericina B AE Anfot;rlcma
ATCC13803 64 1 o1 o5 -
CT 01 64 1 01 0,5 0.6
CTO05 64 1 01 0,5 0,6

4Concentracion Inhibitoria Fraccional; "Indice CIF
CONCLUSIONES

En base a nuestros resultados, podemos con-
cluir que el aceite esencial de clavo de olor
produce importantes alteraciones micromor-
foldgicas sobre las cepas de C. tropicalis, y que
su actividad antifingica es del tipo fungicida
dependiente de la concentracion y tiempo,
ademas que su asociacién con el antifingico de
eleccion clinica, en este caso la anfotericina B,
expresa un efecto aditivo. De esta forma, este
aceite esencial se presenta como un prometedor
producto antifungico en el tratamiento de la
candidiasis, aunque es necesario dar continui-
dad a los ensayos para asegurar un futuro uso in
Vivo.
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