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Resumen
En los Gltimos afos no solo se han incrementado las infecciones micoticas como las dermatofitosis, sino

que también aumentd el numero de cepas resistentes a los diferentes antifingicos actuales. Esto ha
llevado a la busqueda e investigacion de nuevos componentes, resurgiendo el uso de productos
naturales. EIl objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifungica de 9 productos vegetales
(extractos, aceites y/u oleorresinas) obtenidos de dos especies del Semidesierto Mexicano: orégano
(Lippia graveolens) y gobernadora (Larrea tridentata), frente a cepas del género Trichophyton sp.,
Microsporum sp. y Epidermophyton sp. comparando su actividad con la terbinafina. Se determind la
actividad antifangica por el método de difusion en disco en medio solido. Se midieron los diametros de
inhibicion del crecimiento y se analizaron estadisticamente mediante las pruebas de ANOVA y Tukey
(p<0.05). Se determind la presencia de diferencia significativa entre concentraciones de los productos y
con el antifingico. De los 9 productos evaluados, cuatro mostraron tener actividad inhibitoria en las
cepas estudiadas. El producto que presentd la mayor actividad fue el aceite de orégano, inhibiendo el
100% del crecimiento de las cepas en sus concentraciones 100% (v/v). Tanto el aceite de gobernadora
como su oleorresina y la oleorresina de orégano mostraron no tener diferencia significativa con
terbinafina (1 pg/mL) en la concentracion 100% (v/v). Epidermophyton floccosum mostré ser mas
susceptible tanto a los productos vegetales como a la terbinafina que Microsporum gypseum. La
actividad mostrada por los productos en su concentracion 100% (v/v) es comparable con la actividad de
la terbinafina a 1 pg/mL. Siendo el aceite de orégano (A2) un potencial antifungico para dermatofitos.
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Abstract
In the last years there has been not only an increase in mycotic intections such as dermatophytoses, but

also in the amount of strains resistant to current antifungals. This has led to the search for new
compounds making research turn to natural products. The objective of this work was to evaluate the
antifungal activity of 9 vegetables products (extracts, oils and/or oleoresins) obtained from two species
of the Mexican Semidesert oregano (Lippia graveolens) and gobernadora (Larrea tridentata) against
strains of Trichophyton sp., Microsporum sp., and Epidermophyton sp., comparing their effect to that of
terbinafine. The antifungal activity was determined using disk diffusion on solid media. The inhibition
halo was measured and analyzed using ANOVA and Tukey tests (p<0.05), obtaining significant
differences among treatments. Of the 9 products evaluated, 4 showed activity against all strains of
dermatophytes. Oregano oil showed the highest antifungal effect, completely preventing the growth of
dermatophytes when applied in a 100% concentration (v/v). The oil and oleoresin of gobernadora as
well as oregano’s oleoresin, showed an equal activity to terbinafine, when they were used in a 100%
concentration. Oregano oil (A2) showed a superior activity and represents a potential alternative as a
dermatophytes antifungal compound.

Keywords: Antifungals, Dermatophytes, Terbinafine, Vegetables Products.

debido a que la mayoria de los datos
publicados generalmente proceden de la
consulta dermatoldgica (LOpez-Martinez
etal., 2010).

1. Introduccion
Las dermatofitosis son las micosis

superficiales mas frecuentes de amplia
distribucion mundial y su frecuencia esta
relacionada con el dermatofito causal
(algunas de las especies son mas

A pesar de los nuevos antifungicos
topicos y sistémicos, algunos de éstos

predominantes que otras), el nivel sufren de varios inconvenientes al ser
socioeconémico de la poblacion y la usados  clinicamente;  entre  ellos,
migracion de los individuos. Estas no toxicidad, interacciones farmaco-farmaco,
sélo afectan a pacientes la falta de eficacia fungicida, el costo y la

aparicién de cepas resistentes causadas
por el uso frecuente de algunos de ellos.
Pudiera parecer que se tiene un gran

inmunocomprometidos, sino  también
personas sanas, incluidos los nifios de
paises en desarrollo que reciben atencion

sanitaria y  educacion  deficiente, namero de antifungicos de uso clinico
disminuyendo su calidad de vida. La pero sélo estan disponibles cinco clases
prevalencia de las diferentes especies de de antifingicos (azoles, polienos,
dermatofitos varfa segin la regién equinocandinas, alilaminas y

geografica y climatica, esto se manifiesta
en la frecuencia de las distintas micosis
de la piel. En México afectan al 10% de la
poblacion y constituyen 70 a 80% de las
infecciones causadas por hongos. Su
incidencia solo se estima en forma parcial

griseofulvina), lo cual indica que hay un
namero limitado de farmacos. Esto
muestra claramente la necesidad y
urgencia de encontrar nuevas alternativas
de componentes antifungicos de uso
clinico (Weitzman y Summerbell, 1995).
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El uso de plantas medicinales en
el tratamiento de enfermedades de la piel,
incluyendo infecciones micoticas, es una
practica muy antigua en muchas partes
del mundo. Segln los informes de la
Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), aproximadamente el 80% de la
poblaciébn mundial utiliza productos
naturales con fines medicinales (OMS,
2004). Las especies vegetales sintetizan
metabolitos  secundarios, como las
fitoanticipinas y las fitoalexinas, que se
utilizan para defenderse de la infeccion
por agentes fitopatdgenos, entre ellos los
hongos. Por esta razon y otras ya antes
mencionadas es factible el estudio in vitro
de extractos de origen vegetal contra
agentes  micoticos  causantes  de
infecciones en humanos. Este
resurgimiento de la terapia a base de
plantas constituye una via alternativa para
evitar los efectos adversos de los
compuestos sintéticos tanto en el plano
médico como en el econdmico, ya que la
ventaja de la medicina natural nos
proporciona una sustancia quimica activa
que presenta un equilibrio fisioldgico mas
asimilable por el organismo que aquellos
obtenidos por quimiosintesis.

Se ha comprobado la actividad
fungicida de productos vegetales
(extractos, aceites y/u oleorresinas)
obtenidos de especies del Semidesierto
Mexicano como el orégano (Lippia
graveolens) y la gobernadora (Larrea
tridentata). Para el caso del orégano se
han realizado estudios de extractos sobre
Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Candida albicans, C. tropicalis y C.
glabrata, obteniendo concentraciones
inhibitorias variables (650-1270 ppm)
(Aligiannis et al., 2001; Arcila-Lozano et
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al., 2004). En otro estudio de efectividad
bioldgica, los extractos de orégano, tanto
acuosos como etanolicos, mostraron
inhibicion de  hasta  100% a
concentraciones de 30 ppm, contra
Rhizoctonia solani (Pérez, 2010) vy
Phytophthora  cinnamomi  (Clemente,
2010). El efecto antifungico del orégano
frente a hongos de importancia médica,
también es conocido con anterioridad;
Conner y Beuchat (1984) demostraron
que el aceite esencial del orégano en una
concentracion de 100 ppm, producia un
fuerte efecto inhibitorio frente a levaduras
del género Candida. Para la gobernadora
se han estudiado las resinas, las cuéles
han mostrado actividad fungicida contra
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Pythium spp. entre otros hongos Yy
bacterias (Dayan y Tellez, 1999; Vargas-
Arispuro et al., 2005; Moreno-Limdn et
al., 2011; Martins et al., 2013). En un
estudio de efecto antifungico de 20
extractos de platas, Verastegui et al.
(1995) reportaron que el extracto de
gobernadora aunque nho  presentd
actividad inhibitoria frente a levaduras de
importancia clinica, si inhibi6 a
dermatofitos de todos los géneros, junto a
cepas de Sporothrix y el actinomiceto
Nocardia. Mas recientemente, Garcia-
Rodriguez (2005) reportdé un efecto
inhibitorio en extractos etanolicos de
gobernadora frente a  Trichophyton
mentagrophytes y Candida albicans,
donde formulaciones del 15% eran
suficientes para inhibir al 100% el
crecimiento de estos hongos. En el
presente trabajo se estudié el efecto de
productos naturales obtenidos de plantas
en agentes causantes de micosis
superficiales.
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2. Materiales y métodos.

Obtencidn de los productos vegetales.

Los productos vegetales fueron provistos
por la empresa GBS GLOBAL, S.A. de
C.V., radicada en Saltillo, Coahuila.
Fueron enviados en su forma concentrada
a la UANL, extraidos por metodologias
diversas como se muestra en la Tabla 1.
Para facilitar su manejo se les asignaron
claves de identificacion.

Tabla 1. Productos vegetales a ser evaluados
para su capacidad antifangica frente a
dermatofitos.

Productos vegetales Clave de
identificacion

Extracto etandlico de partes E1H1
aéreas de gobernadora
Extracto acetonico de E3H1
gobernadora
Extracto etandlico de hojas E1PAL
de gobernadora
Extracto etandlico de raiz de E1R1
gobernadora
Oleorresina de gobernadora 01
Extracto acuoso de orégano E2H2
Oleorresina de orégano 02
Aceite de orégano A2
Aceite de gobernadora Al

Productos vegetales.

Se les realizaron diluciones 1:2 (v/v) a
partir del concentrado con
dimetilsufoxido (DMSO) al 100%, debido
a que los productos s6lo mostraron ser
solubles en esta concentracion de DMSO.
Las concentraciones finales para los
ensayos fueron: 100, 50, 25, 12.5 y 6.25
% (v/v), respectivamente.
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Obtencion de las cepas

Se trabajé con un total de 13 cepas:
Trichophyton rubrum (n=4),
Microsporum  gypseum  (n=5) vy
Epidermophyton floccosum (n=4), que
fueron aisladas e identificadas en el
Centro Regional de Control de
Enfermedades Infecciosas (CRCEI) en la
Facultad de Medicina, UANL.

Preparacion de indculos

Las cepas proporcionadas en viales se
reactivaron en medio Agar Papa Dextrosa
(PDA), dejandose incubar a una
temperatura de 30°C por 14 dias. Una vez
reactivadas y puras se tomaron de 2 a 4
placas crecidas para hacer una suspension
de conidias, se raspd la superficie de la
colonia con un aplicador y se suspendi6
en agua estéril, se pasé a un tubo estéril y
se dejé reposar, se tomo el sobrenadante y
se paso a un tubo nuevo; con ayuda de un
hematocitbmetro se ajustd6 a la
concentracion de 1x10° conidias/mL.

Evaluacién de actividad inhibitoria

El método usado fue difusion en disco en
agar (Nweze et al, 2010) con
modificaciones minimas. EI cuél consistié
en humedecer un hisopo estéril en el
inbculo ajustado, se estrid en cuatro
direcciones la superficie de toda la placa
con medio PDA (en lugar de agar
Mueller-Hinton), se dejé entreabierta en
condiciones estériles por 5 min para
permitir que el medio absorbiera el
excedente del inéculo. En cada placa se
colocaron cinco discos de papel filtro de 7
mm de didmetro, a cada disco se le
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agregaron 15 pL de las 5 concentraciones
de cada producto, respectivamente, en
orden decreciente. Se dejaron reposar y se
incubaron a 30°C por 7 dias. Como
control positivo se utilizé terbinafina a 1
pg/mL, concentracion que  permite
observar el efecto antifungico sin que el
diametro de inhibicién se empalme con el
resto; como control negativo se utilizd
DMSO al 100%. Se us6 el mismo método
de inoculacién con hisopo utilizando el
mismo inoculo usado para los productos
vegetales. Las placas de los controles y de
los productos se hicieron el mismo dia y
todo se realizd por duplicado. Se comparé
la actividad antifingica de los productos
vegetales con los controles, midiendo el
diametro de inhibicion y sometiendo los
valores al anélisis estadistico.

Andlisis estadistico

Los promedios de los diametros de
inhibicién obtenidos fueron sometidos a
un Analisis de Varianza (ANOVA) vy
posteriormente evaluados mediante la
prueba de Tukey para determinar si existe
diferencia  significativa entre  las
diferentes  concentraciones de los
productos y la terbinafina.

3. Resultados y Discusién

Los resultados de la evaluacion de
actividad antifungica cualitativa, se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad antifiingica cualitativa de
productos vegetales frente a dermatofitos.

Clave de Identificacion 1 2 3
Productos Vegetales
E1H1 - - -

E3H1 - - -
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E1PAL
E1R1 - - -
E2H2 - - -
01
02
Al
A2 +
1: Trichophyton rubrum 2: Epidermophyton

floccosum 3: Microsporum gypseum; (+) Mostro
inhibicidn; (-) No mostro inhibicion.

+ 4+ o+
+ 4+ + o+
+ 4+ o+

+

Para la evaluacion de la actividad
antifingica cuantitativa se seleccionaron
algunos  productos  vegetales que
mostraron halos de inhibicién del
crecimiento de acuerdo a los resultados
cualitativos, siendo cuatro productos los
seleccionados identificados como: O1,
02, Al y A2 La comparacion
cuantitativa de las medias de los halos de
inhibicion del crecimiento se muestra en
la tabla 3.

Tabla 3. Actividad antiflingica cuantitativa de
productos vegetales seleccionados frente a
dermatofitos.*

wx

D 100% 50% 25% 12.50% 6.25% TBN

Al
1 33 247 25 19.2¢  15.7° 33
2 383 311% 203" 121% 0 37.6
3 333 272 19.2% 1437 52° 322

A2
1 787° 775" 4775 3675 1875 33.2
2 >90° >90% >90% >90® >90% 376
3 >90% >90* >90° >90° >90° 322

o1
1 442 332 262 19.5 122 332
2 378 324 24% 17.2% 6.1°% 37.6
3 339 267 222° 182°% 129% 322

02
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1 347 22 130%* 77° 6.2% 332
2 376 308 235° 16.6° 6.2 376
3

29.4 25.0° 186° 6.3° 3.7¢ 32.2
1: Trichophyton rubrum 2: Epidermophyton
floccosum 3: Microsporum gypseum;

D: Dermatofito; "Mostrado como las medias de los
halos de inhibicién en mm; “Terbinafina.
Dentro de cada fila, letras diferentes expresan
diferencias significativas en comparacion con
terbinafina (p<0.05).

Actividad inhibitoria de los productos
vegetales

De los 9 productos evaluados, Gnicamente
cuatro mostraron tener efecto inhibitorio
con las cepas de dermatofitos utilizadas
(Tabla 2). El aceite de orégano (A2)
presentd la mayor actividad inhibitoria en
todas las cepas utilizadas, mientras que su
oleorresina (02) presentd inhibicion en
menor proporcion. Tanto el aceite como
la oleorresina de gobernadora (Al y O1)
mostraron  también  tener  efecto
inhibitorio.

Los productos vegetales Al, A2, 01y O2
mostraron actividad antifungica frente a
todos los dermatofitos evaluados. Todos a
excepcion de A2, mostraron un efecto
estadisticamente  similar al de la
terbinafina cuando se emplearon al 100%;
A2 mostro una actividad
significativamente  mayor que la
terbinafina, al ser empleado en su
concentracion mas alta (Figura 1).
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Figura 1. (a) Terbinafina 1pug/mL; (b) A2 en concentraciones
de 100, 6.25, 12.5, 25 y 50% (iniciando por parte superior

hacia la derecha).

Numerosos estudios in vitro de productos
vegetales como lo son los extractos contra
distintos  patégenos  humanos  han
mostrado  tener  buenos  resultados,
comparados con antibidticos o
antifngicos dependiendo del
microorganismo a evaluar. El aceite de
orégano A2 mostré tener la mejor
inhibicidn incluso que la terbinafina, con
un 100% de inhibicion en el desarrollo in
vitro de Microsporum gypseum 'y
Epidermophyton floccosum, estos
resultados son similares en cuanto a la
actividad de inhibicion del aceite de
orégano (Garcia-Camarillo et al., 2006),
el cual inhibe en un 91% el crecimiento
de Aspergillus flavus a 100 ppm mientras
que a 200 ppm la inhibicion del
crecimiento es total.

Algunos estudios sugieren que la
actividad antimicrobiana del aceite de
orégano es atribuible al carvacrol, més
que al timol, aunque se ha reportado que
el timol es un agente antimicoético
(Rasooli y Razzaghi, 2004). Mientras que
el extracto acuoso de orégano E2H2 no
mostrd inhibicion en ninguna de las cepas
estudiadas, estos resultados pueden variar
debido a las condiciones del proceso de
extraccion empleadas para la obtencion
de los productos vegetales (extractos,
aceites 'y oleorresinas), ya que
dependiendo de la polaridad de los
solventes se  extraen  compuestos
diferentes y aunado a esto se pueden
obtener distintos rendimientos,
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concentraciones y distintos componentes
activos (Dunford y Silva-Vazquez, 2005).

Los productos Al, Ol y O2 en la
concentracion 100% (v/v) mostraron
tener una actividad similar a la terbinafina
a lpg/mL al no mostrar diferencia
significativa (p<0.05). Dado que los
productos se probaron en su forma de
prototipo, es valido suponer que la
actividad biologica podria incrementarse.
Para ello, se podria realizar un estudio de
caracterizacion quimica para fundamentar
la elaboraciéon de un formulado que
contenga los principales componentes
activos de cada producto vegetal para la
obtencion de un producto terminado de
mayor actividad antifagnica, para su uso
en micosis cutdneas superficiales de
humanos y animales.

Los extractos acuosos, acetonicos y
etanolicos de gobernadora no mostraron
tener actividad inhibitoria en nuestro
estudio, sin embargo, si se han reportado
en varias investigaciones resultados
positivos para la inhibicion  de
dermatofitos y otros hongos del ambiente
e inclusive en levaduras (Ahmad, et al.,
2005; Guerrero et al., 2007; Pinto et al.,
2009; Soto-Dominguez et al., 2012).

El estudio de extractos sobre dermatofitos
es escaso, no se cuenta con muchos
antecedentes sobre ello y en paralelo con
esto, alin no se establece una metodologia
para el estudio de extractos vegetales en
dermatofitos. En 2010, el Clinical and
Laboratory Standards Insitute desarrolld
un metodo alternativo de referencia para
determinar la susceptibilidad de hongos
filamentosos (M51-A) pero este no es
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aplicable en dermatofitos. Esto no impide
la blsqueda de un método que sea
adecuado para estos hongos en particular.
El método de difusion en disco en agar
propuesto por Newze y colaboradores
(Newze et al., 2010), utilizado en este
estudio mostré ser sencillo de realizar,
reproducible en cuanto a los resultados
obtenidos, ya que no mostraron
variaciones entre repeticiones y de un
bajo costo en comparacion con otras
metodologias. Sin embargo, existen
varios factores que podrian afectar en los
resultados como son: la composicion y el
método de obtencion de cada extracto, ya
que cada uno presenta diferentes
componentes activos, esto también
depende de la parte de la planta utilizada,
asi como la volatilidad, solubilidad y
complejidad de los solventes utilizados;
estos factores dificultan la estandarizacion
de un método estandar de susceptibilidad
antifingica de productos vegetales, no
solo para dermatofitos, sino para la
evaluacion de productos naturales en
general frente a cualquier
microorganismo.

Conclusion

El aceite de orégano (A2) fue el mejor
producto vegetal que inhibi6 los
dermatofitos estudiados: Trichophyton
rubrum,  Microsporum gypseum Yy
Epidermophyton floccosum a nivel in
vitro; seguido por el aceite de
gobernadora (Al), su oleorresina (O1) y
la oleorresina de orégano (02), y fueron
comparables con la actividad de la
terbinafina empleada en concentracion de
lug/mL. Estos resultados sugieren un
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potencial para su aplicacion topica, una
vez que se realicen mas estudios para
probar su reproducibilidad y su
inocuidad. Esta posibilidad representa una
alternativa atractiva para tratamiento de
micosis en piel de humanos y animales,
ya que se podrian elaborar productos
organicos naturales a partir de plantas del
Semidesierto Mexicano que son ricas en
fitomoléculas, las cuales tienen el
potencial de actuar como antifingicas,
dandoles un valor agregado 'y
sustituyendo los quimicos sintéticos en la
industria farmacéutica.
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