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Resumen

Introduccion. El patogeno Candida albicans puede causar infecciones invasivas graves y frecuentes lesiones superficiales. Los
farmacos usados en el tratamiento presentan inconvenientes y es necesario buscar alternativas. Objetivos. Determinar la actividad
del aceite esencial (AE) de Thymus vulgaris y de su combinacién con EDTA sobre Céndida albicans, y formular una crema con el
AE suplementado con derivados terpénicos naturales. Disefio. Estudio experimental in vitro y toxicidad in vivo. Lugar. Facultad de
Medicina y Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert. Material biolégico. Cepa
de Candida albicans para las pruebas in vitro y conejos para la toxicidad dérmica. Métodos. La actividad antifingica se determind
por el método de difusion en pozo de agar; la concentracion inhibitoria minima (CIM), por el método de microdilucion en caldo. La
crema se formuld con el AE al 1% y otra suplementada con carvacrol, timol, citral y EDTA. La toxicidad dérmica se determind en
conejos. Principales medidas de resultados. Halos de inhibicion, CIM, signos de toxicidad. Resultados. EI AE a 100 mg/mL inhibi6
el crecimiento de Céndida albicans con halos de inhibicion de 30,33 + 0,58 mm, mientras que la adicion de EDTA produjo halos de
35,33 + 0,58 mm. La CIM para el AE y AE + EDTA fue de 8 mg/mL y 0,5 mg/mL, respectivamente. La crema con AE 1% produjo halos
de inhibicion de 13,33 + 0,58 mm, mientras que la adicion de EDTA, timol, carvacrol y citral aument el halo hasta 24,33 £ 0,58 mm.
No se evidencio signos de toxicidad dérmica en conejos. Conclusiones. El AE de Thymus vulgaris presenté actividad inhibitoria sobre
Candida albicans y el EDTA increment6 dicha actividad; asimismo, el aceite esencial, EDTA, carvacrol, timol y citral formulados en una
crema mostraron efecto sinérgico y sin signos de toxicidad dérmica.
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Abstract

Introduction: Candida albicans may cause severe invasive infections and frequently superficial lesions. Drugs used in treatment present
drawbacks and search of alternatives becomes necessary. Objectives: To determine the activity of Thymus vulgaris essential oil (EQ)
alone and combined with EDTA on Candida albicans, and formulate a cream with EO supplemented with natural terpenes. Design:
In vitro experimental and in vivo toxicity study. Setting: Faculty of Medicine and Faculty of Pharmacy, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima, Peru. Biological material: Candida albicans strain for in vitro study and rabbits for dermal toxicity tests. Methods:
Antifungal activity was determined by agar well diffusion method, and minimum inhibitory concentration (MIC) by broth microdilution
method. A cream was formulated with EO 1% and another supplemented with carvacrol, thymol, citral and EDTA. Dermal toxicity in
rabbits was determined. Main outcome measures: Inhibition halos, MIC, signs of toxicity. Results: EO at 100 mg/mL inhibited Candida
albicans growth with 30.33 £ 0.58 mm inhibition halos; adding EDTA produced 35.33 £ 0.58 mm halos. MIC for EO and EO + EDTA
was respectively 8 mg/mL and 0.5 mg/mL. EO 1% cream originated 13.33 £ 0.58 mm inhibition halos, and addition of EDTA, thymol,
carvacrol and citral increased halos to 24.33 £ 0.58 mm. No signs of dermal toxicity in rabbits were observed. Conclusions: Thymus
vulgaris EO showed inhibitory activity against Candida albicans and EDTA increased this activity; essential oil, EDTA, carvacrol, thymol
and citral formulated in cream also showed synergistic effect without evidence of dermal toxicity.
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INTRODUCCION

La frecuencia de infecciones flingicas
invasivas se ha incrementado con el au-
mento del nimero de pacientes de ries-
go, siendo las especies de candida las
causantes de infecciones fingicas mas
comunes V. Entre los pacientes de la
unidad de cuidados intensivos (UCI),
las especies de candida son la tercera
causa mas comtn de infeccién sangui-
nea nosocomial, y la mortalidad atri-
buible a candidemia es cerca del 40%,
siendo Cdandida albicans el patégeno
humano méas comin . Asimismo, las
infecciones superficiales de la piel estan
entre las enfermedades més comunes
observadas en la practica diaria, y son
causadas principalmente por dermato-
fitos, levaduras y mohos. Cdndida albi-
cans es la m4s virulenta de las levaduras
y puede causar enfermedades de la piel,
ufias y membranas mucosas .

Los farmacos antifingicos actual-
mente disponibles presentan problemas
de toxicidad, resistencia, interacciones
farmacoldgicas y elevado precio; ade-
mas del precio de la droga, el costo de
la terapia antiftngica incluye los costos
asociados a la mortalidad por el fra-
caso del tratamiento, hospitalizacién
prolongada y tratamiento de las com-
plicaciones, y tratamiento antifiingico
adicional para compensar el tratamien-
to primario (*
la biasqueda de nuevos agentes tera-
péuticos. En este contexto, las plantas
medicinales representan una potencial
alternativa.

). Por esto es necesario

Thymus vulgaris L. es un subarbusto
de la familia Lamiaceae, que es perenne y
aromdtica, rica en aceite esencial, cuyo
principal componente es el timol ©.
Es una planta introducida de Europa
y en la medicina tradicional peruana
se conoce como ‘tomillo’ y se utiliza
el aceite esencial como antiséptico ©.
Se ha demostrado que el extracto de
esta planta tiene efecto antiviral con-
tra HSV-1, HSV-2 y HSV-1 resistente
™y efecto relajante sobre
anillos traqueales de cobayo compara-
ble a teofilina ®; mientras que el aceite
esencial de Thymus vulgaris ha mos-

a aciclovir

trado actividad antibateriana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus cereus, Proteus wvulgaris, Vibrio
spp, Listeria monocytogenes, Propionibac-
terium acnes @ 1% 10; ademds, actividad
citotéxica contra 3 lineas celulares de
cancer humano -células de carcinoma
de préstata humano (PC-3), carcinoma
pulmonar humano (A549) y céncer de
mama humano (MCE-7) ).,y signifi-
cativa actividad antoxidante (2.

En Francia, Giordani y col ¥ de-
mostraron que el aceite esencial de
Thymus vulgaris potencia la accién de la
anfotericina B contra Cdndida albicans;
sin embargo, muchos factores mediam-
bientales alteran la composicién quimi-
ca tanto cualitativa como cuantitativa
de los metabolitos secundarios, lo cual
influye directamente en sus propieda-
des farmacoldgicas. También se ha de-
mostrado actividad contra ciandida de
derivados terpenoides, como carvacrol
y timol ™ 19 del citral "9, asi como
del quelante etilendiaminotetraacetato
(EDTA) ‘7. Por lo que, basados en es-
tos antecedentes y teniendo en cuenta
que no se ha reportado ningtn estudio
realizado en el Pert sobre actividad an-
tifingica de Thymus vulgaris, nos pro-
pusimos determinar la actividad sobre
Candida albicans del aceite esencial de
Thymus wulgaris y de su combinacién
con EDTA en un modelo in vitro, asi
como formulacién de una crema con
este aceite esencial suplementado con
carvacrol, timol y citral.

METODOS

La planta Thymus vulgaris L fue colec-
tada en Lima, Perd. Una muestra fue
llevada al museo de Historia Natural
de la UNMSM para su identificacién
taxondémica (constancia N° 078-HSM-
USM-2012). El aceite esencial (AE)
fue obtenido por arrastre con vapor de
agua en un aparato tipo clevenger 19,
para lo cual se utiliz6 las hojas frescas
de la planta; el aceite esencial fue se-
parado y deshidratado con Na,SO, an-
hidro, se filtr y guard6 en un frasco de
vidrio color ambar bajo refrigeracién a
una temperatura de 4 2C, hasta su uso.

La cepa de Candida albicans ATCC
10231 fue proporcionada por el labo-
ratorio de Microbiologfa del Instituto
en Quimica Bioldgica, Microbiologia y
Biotecnologfa “Marco Antonio Garrido
Malo” Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, UNMSM.

En la preparacién del inéculo de
Candida albicans, para el método de
difusién en pozo de agar se utilizé Cdn-
dida albicans crecida en agar dextrosa
Sabouraud de 48 h a 28°C, para la pre-
paracién de la suspensién del inéculo.
La levadura se suspendi6 en solucién
salina 0,85% estéril y se ajusto la turbi-
dez equivalente al tubo 0,5 de la escala
de McFarland (1 x 10¢ ufc/mL).

Para el método de microdilucién
en caldo, se prepar6 por turbidime-
tria un in6culo de Cdndida albicans de
1 -5 x 10 ufc/mL. El inéculo stock fue
preparado con Cdndida albicans creci-
da en agar dextrosa Sabouraud al 4%
(Merck®) en el dia 2 a 28°C. El micro-
organismo fue suspendido en solucién
salina 0,85% estéril y se ajusto la turbi-
dez equivalente al tubo 0,5 de la escala
de McFarland; en seguida se realizé una
doble dilucién, de 1:50 y de 1:20, con
el medio RPMI 1640 con L-glutamina
y sin bicarbonato de sodio (Sigma-
Aldrich®), para obtener un inéculo de
1 -5x 10° ufc/mL (inéculo 2x).

Para la determinacién de la actividad
antifingiva in vitro se utiliz6 el método
de difusién en pozo de agar 1. Placas
petri de 90 mm de didmetro fueron pre-
paradas con agar dextrosa Sabouraud
y sembradas con Cdndida albicans. Se
agregé 1 mL de suspensién del indcu-
lo (1 x 10° ufc/mL) por cada 100 mL
de medio de cultivo, se mezcl6 asépti-
camente y se agité suavemente; luego
se repartié en las placas a razén de 20
mL por placa y se dej6 solidificar. Final-
mente, se hizo pozos en el agar con un
sacabocado de acero de 11 mm de dia-
metro externo; en cada placa se hizo 5
pozos equidistantes. El AE fue pesado
y disuelto en dimetilsulféxido (DMSQO)
al 1% para obtener concentraciones de
prueba de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, de

las cuales se virtié 50 uL en cada pozo.
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El EDTA se adicioné al aceite esencial
en una concentracién de 4 mg/mL.
También se determiné la actividad an-
tifingica de la crema preparada, agre-
gando 50 uL en los pozos. Las placas se
dejaron reposar por un periodo de 60
minutos a temperatura ambiente y lue-
go se incubaron a 37°C por 48 horas. Se
utiliz6 DMSO al 1% como control ne-
gativo y fluconazol (0,2 mg/mL) como
control positivo. Las pruebas se rea-
lizaron por triplicado. La lectura e in-
terpretacién de los resultados se realizé
con la observacién de las zonas claras
de inhibicién del crecimiento, median-
te el registro de los didmetros en mm
de estas zonas. Se considerd tener una
actividad antifingica significativa a un

halo de inhibicién mayor a 18 mm ©°.

Para determinar la concentracién
inhibitoria minima (CIM), se tomd
como base los protocolos del Instituto
de Estandares Clinicos y de Laborato-
rio (Clinical and Laboratory Standards
Institute: CLSI), protocolo M27-A3 @Y
estandarizado por Ruiz JR., 2012 @2 El
AE de Thymus vulgaris L disuelto en
DMSO 1% fue sometido a diluciones
dobles seriadas en el medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640
con rojo de fenol y sin bicarbonato
(Sigma-Aldrich®), obteniendo 10 dilu-
ciones doblemente concentradas fina-
les, en el rango de 31,25 — 16 000 ug/
mL. Se utilizé fluconazol como control
positivo, en un rango de concentra-
ciones de 0,125 - 64 ug/mL. El control
negativo fue el medio RPMI 1640 con
resazurina. Para la prueba de microdi-
lucién se procedi6 teniendo en cuenta
que por cada 20 mL de la suspensién
del inéculo 2x se agregd 0,1 mL de Ia
solucién de resazurina 20 mg/mL. La
prueba de microdilucién fue realizada
en microplacas (Brand®) estériles de 96
pozos; se colocé 100 ul/pozo de cada
dilucién 2x de la muestra y del flucona-
zol; luego se adicion a cada pozo 100
uL del in6culo 2x con indicador resazu-
rina. En otra fila también se colocé 200
uL del medio RPMI 1640 con resazuri-
na, sirviendo estos como control de es-
terilidad, y 100 uL del medio RPMI més
100 uL del in6culo 2x con indicador

rezasurina, sirviendo estos pozos como
control de crecimiento. Las microplacas
se incubaron a 37°C por 24 h. La lec-
tura de resultados se hizo visualmente.
Cualquier cambio de color de ptrpura
a rosado o incoloro fueron registrados
como positivos. La concentracién maés
baja a la que no se produjo el cambio de
color se tomé como el valor de la CIM.
Todas las pruebas fueron realizadas por
triplicado.

En la formulacién de la crema, el
AE de Thymus vulgaris se adiciond en
una concentracién de 1%. También se
formul6 una crema a la que ademas se
afiadi6 EDTA en concentracién de 4
mg/mL (0,4%), y otra con AE 1% +
EDTA 0,4% + carvacrol 1% + timol
1% v citral 1%. Como control se utilizé
una crema sin AE, y otra con flucona-
zol 0,2 mg/mL. Fueron formuladas en
una base hidrosoluble.

Para la prueba de irritabilidad/corro-
si6n dérmica aguda, se procedié segin
la directriz 404 de la Organisation for
Economic Co-operation and Development
(OECD) @), Se utilizé 25 conejos al-
binos Nueva Zelandia machos, jévenes
adultos, procedentes de la Facultad de
Medicina veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos,
con una masa corporal de 1,8-2,5 kg.
Fueron mantenidos durante el ensayo
a temperatura y humedad controladas
y un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h.
Un dia antes de la prueba, se tomé
varios animales al azar, se les depil6 y
rasurd en la supetficie de la region dor-
sal del lomo en un 4rea de 10x18 cm?,
distancia equidistante de la columna
vertebral, y se seleccioné aquellos que
mostraron la piel intacta. Los anima-
les fueron asignados aleatoriamente a
5 grupos (n = 5): crema sin AE (con-
trol), crema con AE 1%, crema con AE
1% + EDTA 0,4%, crema con AE 1%
+ EDTA 0,4% + carvacrol 1% + timol
1% + citral 1%, y crema con fluconazol
0,2 mg/mL. Para el ensayo se aplicé 0,5
g de la crema en un 4rea de 6 cm?, cu-
bierta con gasa y adherida a la piel con
un esparadrapo hipoalérgico. Una vez
transcurridas 4 h, se retir6 los parches
y la muestra fue removida empleando

Juan Rojas Armas y col.

agua. Las observaciones de la zona de
aplicacion se realizé a las 0,5, 1, 24, 48
y 72 h. En caso de presencia de signos
clinicos de toxicidad en ese periodo, la
observacion se prolongd hasta los 14
dias. Las reacciones en la piel para el
eritema y edema se establecieron segtn
el sistema descrito para la evaluacién
de la irritacion de la piel. Para dar los
resultados de la prueba, se comparé los
valores obtenidos con los del sistema
de clasificacién para irritabilidad/corro-
sién dérmica.

Los datos obtenidos de la prueba de
susceptibilidad fueron expresados como
media * desviacién estdndar y las com-
paraciones entre los grupos experimen-
tales fueron realizadas por ANOVA de
una via seguido por una prueba post-
hoc de Scheffé. Las medias fueron con-
sideradas significativamente diferentes
cuando p < 0,05. Se utilizé el software
SPSS versién 19.

RESULTADOS

El aceite esencial de Thymus wvulgaris
L. inhibi6 el crecimiento de Cdndida
albicans de manera dependiente de la
concentracién, produciendo halos de
inhibicién de 30,33 = 0,58 mm a la
concentracién de 100 mg/mL. Compa-
rando con el control fluconazol, hubo
diferencia significativa con las concen-
traciones de 50, 75 y 100 mg/mL (p =
0,001). La adicién de EDTA 4 mg/mL
al AE aumentd el tamafio de los halos
de inhibicién en las diferentes concen-
traciones, siendo mayor con 25 mg/mL
(59,5% de aumento), mientras que con
100 mg/mL se observé halos de 35,33
+ 0,58 mm con aumento de 16,5% (ta-

bla 1).

La crema formulada con AE de Thy-
mus vulgaris al 1% + EDTA produjo
halos de inhibicién de 21,00 = 1,00
mm, mientras que la adicién de timol,
carvacrol y citral aument6 significativa-
mente el halo de inhibicién hasta 24,33
+ 0,58 mm (p < 0,05) (tabla 2).

La concentracién inhibitoria mini-
ma (CIM) para el AE de Thymus vulga-
ris y AE + EDTA fue de 8 mg/mL y 0,5
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Tabla 1. Actividad antifungica del AE de Thymus vulgaris e influencia de EDTA contra Candida
albicans por el método de difusion en pozo de agar.

nente geraniol protegié la candidiasis
vaginal experimental en ratones ©?.

Halo de inhibicion (mm)
AE de T. vulgaris AE de T. vulgaris + EDTA

La concentracién inhibitoria mini-
ma (CIM) determinada en este estudio

% de aumento

Concentracion mg/mL

238

25 15,67 + 0,58 2500 = 0,07 535 para el AE de Thymus vulgaris fue 8
50 24,33 + 0,58* 29,67 = 0,58* 21.9 mg/mL, la cual vari6é a 0,5 mg/mL con
75 27,33 + 0,58* 32,33 = 0,58* 183 la adicién de EDTA al AE. Teniendo
100 30,33 = 0,58* 35,33 + 0.58* 16,5 en cuenta la definicién propuesta por
Control negativo: DMSO 1% 0.00 Duarte y col., 2005, que considera fuer-

Fluconazol 0,2 mg/mL 17,00 = 1,00

Valores expresados como media + DE, de muestras trabajadas en triplicado.

*p = 0,001 vs. fluconazol.

Tabla 2. Actividad antifungica de la crema preparada con aceite esencial (AE) de
Thymus vulgaris, EDTA y derivados terpénicos.

Componentes de la crema Halo de inhibicion (mm)

Sin AE (control)
AE 1%
AE 1% + EDTA 0,4%

AE 1% + EDTA 0,4% + carvacrol, timol, citral (1%)

Fluconazol 0,2 mg/mL

0,00 = 0,00
13,33 = 0,58
21,00 = 1,00*
24,33 + 0,58%
16,00 = 1,00

Valores expresados como media + DE, de muestras trabajadas en triplicado.

*p =0,001 vs. AE 1%.

mg/mL, respectivamente. El fluconazol

usado como control positivo mostrd
una CIM de 0.25 ug/mL.

La crema formulada con AE 1% y
en la que adem4s se adicion6 EDTA,
timol, carvacrol y citral no presentaron
alguna evidencia de toxicidad dérmica
en conejos.

DISCUSION

En la presente investigacién, el AE de
Thymus wulgaris L. mostré actividad
anti-Cdndida albicans de manera depen-
diente de la concentracién, alcanzando
halos de inhibicién de 30,33 = 0,58 mm
con la concentracién de 100 mg/mL
(tabla 2), lo cual fue significativo. La
adicién de EDTA al aceite esencial pro-
dujo un efecto sinérgico, evidencidndo-
se un mejor incremento de la actividad
con la menor dosis de 25 mg/mL, con
una variacién del halo de inhibicién de

15,67 = 0,58 a 25,00 = 0,00 mm, lo
cual represent6 el 59,5% de aumento.

En la basqueda de nuevos agentes
antifingicos, de fuentes naturales, se ha
encontrado que los aceites esenciales
de otras plantas medicinales tienen ac-
tividad contra Candida albicans. Asi se
ha evidenciado en estudios in vitro con
los aceites esenciales de Coriandrum sa-
tivum L. @, Cymbopogon citratus y Syzy-
gium aromaticum ), Pimpinella anisum
L. @9 Minthostachys mollis ?7, Salvia
officinalis ®, Lippia sidoides !, Aloysia
triphylla ?°, también el aceite del 4rbol
de té y sus componentes derivados -es-
pecificamente el terpinen-4-ol-, exhi-
bieron fuerte actividad antimicrobiana
contra biofilms de Cdndida albicans .
En modelos experimentales in vivo, el
aceite esencial de Melaleuca alternifolia
(4rbol de te) y su principal componen-
te terpinen-4-ol protegi6 a ratones con
candidiasis oral experimental ®V, y el
aceite esencial de geranio y su compo-

te actividad una MIC hasta 0,5 mg/mL,
moderada actividad MIC entre 0,51y 1
mg/mL, y débil actividad MIC superior
a 1,1 mg/mL ¥, la combinacién de AE
y EDTA produjo una fuerte actividad
antifingica con un evidente sinergis-
mo. Se ha demostrado que EDTA, un
anticoagulante quelante de metales,
posee actividad antimicrobiana de am-
plio espectro en cultivos plancténicos y
biofilm, sugiriéndose que su efecto fue
debido a su capacidad de secuestrar
los iones divalentes esenciales para la
matriz extracelular polimérica de la es-
tructura del biofilm 9. Ramage y col.,
2007, encontraron que la expresion ge-
nética de la proteina 1 de la pared de
las hifas de Cdndida albicans fue redu-
cida en muestras plancténicas y biofilm
tratadas con EDTA, por lo que la inhi-
bicién del biofilm serfa probablemente
a través de su efecto inhibitorio sobre
la filamentacién, lo cual es relevante
porque C. albicans ficilmente forma
biofilm en superficies tanto inanimadas
como biolégicas 7. Ademas, EDTA
mostré actividad bactericida contra pa-
tégenos periodontales y no tuvo toxici-
dad en células mamiferas ©.

El AE de Thymus wulgaris también
ha demostrado eficacia terapéutica an-
tifiingica en solucién al 1% cuando se
evalud contra dermatomicosis experi-
mentalmente inducida en ratas, usando
dermatomicetos mas frecuentes, Tricho-
phyton mentagrophytes, T. rubrum, and T.
tonsurans, donde los animales tratados
fueron curados, durante un periodo de
observacién de 37 dias ©9.

Los monoterpenos, como timol, car-
vacrol y citral, también han mostrado
actividad contra Cdndida albicans. Ti-
mol y carvacrol, a diferencia de la natu-
raleza fungistética del fluconazol, pre-
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sentaron fuerte efecto fungicida contra
aislados de Cdndida, dafiaron significa-
tivamente la biosintesis de ergosterol y
rompieron la integridad de la membra-
na . El tratamiento profilactico con
carvacrol erradic6 la carga vaginal de
Candida albicans de ratas infectadas y
podria ser considerado como un pro-
ducto prometedor en el tratamiento
de candidiasis vaginal ®?. El citral fue
efectivo contra aislados de Cdndida sp.,
deteniendo el ciclo celular de Cdndida
albicans en fase S y causé mas del 50%
de inhibicién de induccién del tubo
germinal, exhibiendo excelente acti-
vidad contra la forma levadura e hifas
de Cdndida albicans a concentraciones

que no son toéxicas para las células
HeLa ©9,

En este estudio, la crema preparada
con el AE de Thymus vulgaris L. mostrd
actividad contra Cdndida albicans y la
adicién de EDTA incrementd el tama-
fio de los halos de inhibicién en 57,5%,
mientras que la adicién de carvacrol,
timol y citral produjo efecto sinérgico
(tabla 2), aumentando la actividad en
82,5%; por lo tanto, el efecto atribuido
a los terpenoides represent6 el 24,9%,
lo cual fue significativo (p < 0,05). Por
otra parte, en la prueba de irritabilidad/
corrosion dérmica en conejos, la crema
no mostré algin signo de toxicidad.
Esto podria convertir a este preparado
en un potencial producto para el trata-
miento de candidiasis cutdnea y de mu-
cosas. Se sugiere continuar los estudios
de eficacia in vivo.

Se concluye que, en las condiciones
experimentales, el AE de Thymus vul-
garis fue eficaz in vitro contra Cdndida
albicans y el EDTA increment6 la ac-
tividad. Asimismo, el aceite esencial,
EDTA, carvacrol, timol y citral formu-
lados en una crema mostraron efecto
sinérgico contra Cdndida albicans, sin
signos de toxicidad dérmica.
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