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RESUMEN

Introduccion: La Dichrostachys cinerea L. (marabl) es una planta que crece en Cuba, de la que
se estudian propiedades medicinales. La resistencia de levaduras del género Candida a los
antifungicos sintéticos disponibles en la actualidad es cada vez mayor, por lo que se buscan nuevos
compuestos de origen vegetal que puedan ser eficaces en el tratamiento de infecciones causadas por
este germen.

Objetivo: Evaluar la actividad antifingica in vitro de Dichrostachys cinerea L. contra una cepa de
Candida albicans.

Métodos: Se realizd un estudio observacional analitico transversal in vitro para evaluar la actividad
antifungica de extractos fluidos de hojas y de tallos de D. cinerea L mediante el método de

de macrodilucién en caldo y como sustancia de referencia el alcohol.
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Resultados: A través del proceso se mostrd la actividad antifingica del extracto fluido de tallos de D.
cinerea L. al 50 % hasta la dilucion 1/32, determinada como la concentracion minima inhibitoria;
el extracto fluido de hojas al 30 % no logrd inhibir el crecimiento de la cepa de Candida albicans
ATCC 10231.

Conclusiones: La actividad antifungica del extracto fluido al 50 % de las hojas de Dichrostachys
cinerea L. fue efectiva, no asi el preparado farmacéutico al 30 %. Se determind la concentracién
minima inhibitoria del extracto fluido de hojas al 50 % y se demostré que ésta superé a la del alcohol

al 50 % en tres diluciones contra la Candida albicans.

DeCS: TECNICAS IN VITRO; ENSAYO CLINICO; EXTRACTOS VEGETALES; ANTIFUNGICOS; CANDIDA
ALBICANS.

ABSTRACT

Introduction: Dichrostachys cinerea L. (marabou) is a plant that grows in Cuba, medicinal properties
of this plant are being studied. The resistance of yeasts of the Candida genus to current available
synthetic antifungals is increasingly greater. This is why, new compounds of plant origin are being
searched for the effective treatment of infections caused by this germ.

Objective: To evaluate the in vitro antifungal activity of Dichrostachys cinerea L against a strain of
Candida albicans.

Methods: An in vitro a cross-sectional analytic observational study was carried out to evaluate the
antifungal activity of fluid extracts of D. cinerea L leaves and stems using the broth macro-dilution
method and alcohol as the reference substance.

Results: Through the process was shown the antifungal activity of the fluid extract of Dichrostachys
cinerea L. stems at 50% up to the 1/32 dilution; it was determined as the minimum inhibitory
concentration. The leaves fluid extract at 30% failed to inhibit the growth of the Candida albicans
ATCC 10231 strain.

Conclusions: The antifungal activity of the fluid extract at 50% of the leaves was effective, but not
the pharmaceutical preparation at 30%. The minimum inhibitory concentration of the fluid extract of
leaves at 50% was determined and it was shown that it exceeded that of alcohol at 50% in three

dilutions against Candida albicans.

DeCS: IN VITRO TECHNIQUES; CLINICAL TRIAL; PLANT EXTRACTS; ANTIFUNGAL AGENTS; CANDIDA
ALBICANS.
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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, las infecciones flungicas han tenido un comportamiento creciente en
frecuencia y gravedad, relacionado a varios factores: epidemia por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), creciente uso de antineopldsicos, inmunosupresores, aumento de trasplantes,
enfermedades autoinmunes y desnutricion, entre otros factores de riesgo.*) Los datos aportados por
Global Action Fund for Fungal Infections y por otros expertos en el tema, coinciden en sefialar que
cada afio cerca de 26 millones de personas padecen infecciones fungicas en el mundo y mas de 1,6
millones mueren cada afio. Mas del 50 % de estas infecciones micoticas se deben al género Candida,
en especial a Candida albicans, considerada como la mas patogénica del grupo.®

La Candida albicans forma parte de la flora normal de la mucosa oral, tracto gastrointestinal y
urogenital de los seres humanos, se considera un germen oportunista, solo en determinadas
circunstancias se torna patégeno. Los antimicéticos o antifingicos son farmacos encargados de
combatir las infecciones producidas por hongos, pero, en las uUltimas décadas estos beneficios se han
visto amenazados ante su toxicidad, marcada por la aparicién de frecuentes efectos adversos, que
obligan a descontinuar los tratamientos.*>

La resistencia antimicrobiana en general, es uno de los mayores retos a los que se enfrenta la
comunidad cientifica y los hongos no escapan de desarrollarla, el empleo de plantas con fines
medicinales constituye una alternativa viable. Se aprecia una clara tendencia a la sustitucion de
medicamentos sintéticos por fitofarmacos, cuyo origen natural inspira una cierta seguridad, ante los
frecuentes efectos adversos de muchos farmacos.®”) En la actualidad la utilizaciéon de productos
obtenidos de plantas en la terapéutica mundial se encuentra en una etapa de evidente expansion,
tanto las sustancias puras, como los principios activos aislados y purificados de plantas medicinales.®
Los objetivos fundamentales de estas investigaciones con plantas medicinales estan encaminados a la
identificacion de moléculas activas con actividad farmacoldgica, al descubrimiento de nuevas
aplicaciones terapéuticas, para asi crear nuevas formulaciones que podrian convertirse en
medicamentos por procesos de sintesis o por la validacién de su uso etnofarmacolégico.(®

En Cuba el uso de las plantas medicinales ha sido siempre un hecho comun, pero en los ultimos afios
se reconoce que adquiere una relevancia fundamental, el verdadero trabajo de rescate de la medicina
tradicional comienza en el pais, con el surgimiento en 1986 del Programa Nacional para el Desarrollo
y Generalizacion de la Medicina Tradicional y Natural (MTN), que busca estudiar las plantas
medicinales mas utilizadas por la poblacion y evaluar con métodos cientificos novedosos sus efectos

farmacoldgicos y tdxicos.(01V
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La Dichrostachys cinerea L., planta comun distribuida en el mundo, el pais y en la provincia
Camagliey, puede ser una opcion viable; pertenece a la familia de las Fabdceas, vive en varios
continentes, muy especial en Africa. En Cuba existe esta sola subespecie y se le conoce por lo general
con el nombre de marabu.®

Es considerada como la mas importante entre las plantas invasoras e indeseables, se le atribuyen
propiedades antiparasitarias, diuréticas, antiinflamatorias, antiasmaticas e hipoglucemiantes, por lo
gue ha sido empleada de forma empirica en el tratamiento de todos estos problemas, sin reportes de
toxicidad.*® También en el tratamiento de algunas enfermedades infecciosas, como paludismo, lepra,
elefantiasis, infecciones por Tripanosoma brucei y otras de transmision sexual, como sifilis y
blenorragia.*3!" Los estudios fitoquimicos realizados, muestran componentes a los que se le
atribuyen propiedades antimicéticas, tales como saponinas, alcaloides, cumarinas y taninos.(®*®
Aunque varias investigaciones se han enfocado en comprobar las aplicaciones de la planta, su uso en
el campo de la microbiologia y de las enfermedades infecciosas, se reconoce como poco estudiado,
especialmente en todo lo relacionado a las enfermedades producidas por hongos. Es por eso que se
proyecta buscar evidencias cientificas que permitan corroborar estas acciones, sobre todo en el
género de la Candida albicans, uno de los que con mayor frecuencia causa infecciones fungicas y
desarrolla resistencia. El objetivo de la investigacion es evaluar la actividad antifingica in vitro de los
extractos fluidos de tallos y hojas de Dichrostachys cinerea L. (marabu) frente a una cepa ATCC de

Candida albicans.

METODOS

Se realiz6 un estudio observacional analitico transversal in vitro, desarrollado en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Materno Ana Betancourt de Mora, con el apoyo cientifico técnico del Centro
de Inmunologia y Productos Biolégicos (CENIPBI) de la Universidad de Ciencias Médicas de la
provincia Camagiiey. Se utilizé el método de macrodilucién en caldo. %>

Para la elaboracion de las formas farmacéuticas se recolectaron plantas adultas, en horas tempranas
de la mafiana, en los meses de junio y julio en la ciudad de Camagliey. Una muestra del material
colectado se llevd al Herbario de la Academia de Ciencias de la provincia Camagiey (HACC),
perteneciente al Centro de Investigaciones del Medio Ambiente, para su identificacion taxondmica:
como Dichrostachys cinerea L. Se emiti6 un documento que indica el nUmero de inscripcion de la
planta (11 596).

Los tallos y hojas, se colocaron por separado en bolsas de polietileno y se llevaron al laboratorio del

Centro de Produccién Local de Medicina Verde de la provincia Camagliey (CPLMV), donde fueron

lavadas con agua corriente y con agua clorada diluida al 0,1 %, para eliminar impurezas, se secaron a
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temperatura ambiente y a la sombra, durante 15 dias, para su posterior fraccionamiento. La masa
vegetal cruda fue sometida a un control de la calidad basado en las normas ramales establecidas en
Cuba. La preparacion del extracto fluido de las hojas al 30 % y el extracto fluido de los tallos al 50 %,
se realiz6 mediante proceso tecnoldgico de repercolacidon, segiin normas cubanas. (617

Para el control de la calidad de las formas farmacéuticas, se evaluaron los parametros establecidos:
pH, indice de refracciéon, densidad relativa y sélidos totales.*> Procedimiento que fue realizado en el
laboratorio del CPLMV y se emitié el documento correspondiente.

Para control de esterilidad las formas farmacéuticas se sembraron en agar y caldo Mueller Hinton, en
busca de bacterias y agar y caldo Sabouraud, para hongos.

Como sustancia de referencia para comparar la actividad antifiUngica de las formas farmacéuticas
estudiadas se selecciond el alcohol (etanol al 30 % y 50 %) y fue preparado con agua bidestilada
estéril, con conductividad < de 1, y el pH: 7, comprobando con un alcoholimetro.

En el control de calidad de los medios de cultivo, se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 para el agar y caldo Mueller Hinton y Candida albicans ATCC 10231 para el agar y caldo
Sabouraud. Se realizdé control positivo y negativo de ambos medios de cultivo, para verificar la
viabilidad de la cepa y su capacidad de reproducirse.

Se analizé una muestra de 1 mL de cada medio de cultivo, se incubdé a la temperatura y tiempo
establecido y luego de efectuada la resiembra no hubo crecimiento de microorganismos, indicé que
los tubos y el medio de cultivo utilizados en el proceso estaban estériles, como garantia de que no
hubo contaminacion externa.

Para determinar la actividad antifiUngica de las formas farmacéuticas se elaboraron diluciones de
trabajo de cada una de ellas, igualmente con el alcohol, este ultimo sirvid6 como referencia para
comparar la actividad antifingica observada y establecer que la actividad detectada fuese atribuible
solo a las formas farmacéuticas analizadas y no al alcohol.

Para las diluciones del alcohol al 30 % y 50 % se empled agua bidestilada estéril, se realizaron siete
diluciones dobles seriadas (1/2 hasta 1/128) y se incluyd un tubo con la sustancia sin diluir.

Para la preparacion de las diluciones de las formas farmacéuticas en estudio de D. cinerea L,
la técnica utilizada fue la misma sefialada para el alcohol.*

La cepa de Candida albicans para el inoculo fue resembrada en caldo Sabouraud e incubada a
temperatura ambiente de 24 a 72 horas. Luego fue resembrada en placas de Petri con agar
Sabouraud, incubadas de igual forma y al cultivo obtenido se le realizd coloracion de Gram, para
constatar pureza y por ultimo, se prepard una suspension en caldo MH, se incubdé a temperatura
ambiente, entre 2 y 4 horas hasta lograr una turbidez al 0,5 Mc Farland equivalente a 1,5 x 108

unidades formadoras de colonias por mL, (UFC/mL).
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La suspension obtenida fue inoculada a las sustancias en estudio, se incubd a temperatura ambiente
por 24 a 72 horas, se resembrd en agar Sabouraud, se incubd por igual tiempo y se procedio a
evaluar el crecimiento. Donde se obtuvo crecimiento, se verifico que coincidiera con la cepa inocula-
da, constatando la morfologia y pureza. La evaluacion de la actividad antifungica se realiz6 mediante
el crecimiento o inhibicién del hongo en la placa, las lecturas fueron realizadas a las 24, 48 y 72 horas
de haberse realizado la resiembra.

La actividad antifungica del producto en estudio se considera positiva, cuando logra inhibir el
crecimiento de la cepa, al superar en dos diluciones o0 mas a la mostrada por el alcohol. La informa-
cion fue recogida por el autor en una ficha de recoleccion de datos, confeccionado con los parametros
establecidos para ese fin. La informacion fue procesada mediante el paquete estadistico SPSS version
26.0, aplicando la estadistica descriptiva y como medida de resumen se utilizé la frecuencia absoluta.
Para establecer la comparaciéon entre la sustancia en estudio y el control, en este caso el alcohol, se
empled la prueba no paramétrica de Ji cuadrado de independencia donde se trabajé con una

confiabilidad del 95 %.

RESULTADOS

La actividad inhibitoria del extracto fluido al 50 % de tallos de D. cinerea L, en las diluciones y
réplicas realizadas, mostré actividad antifingica. Se observd que el preparado inhibid el crecimiento
de la Candida albicans, en su forma sin diluir y mantuvo esta actividad hasta la dilucion 1/32,

determinada como la concentracién minima inhibitoria (CMI) de este producto (Tabla 1).

Tabla 1 Comparacion de la actividad inhibitoria del extracto de tallos al 50 %
v del alcohol al 50 % en las réplicas realizadas
Extracto fluido de tallos 50 % Alcohol 50 %

Diluciones
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(+) = Presenca de actividad antifingica
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No se demostrd actividad inhibitoria del extracto fluido al 30 % de hojas de D. cinerea L, ante la
Candida albicans en ninguna de las diluciones, ni aun en su forma sin diluir, observaciones que se
repitieron en las cinco réplicas del experimento.

La actividad inhibitoria del alcohol fue estudiada. En el caso del alcohol al 30 % solo en su forma sin
diluir y en la 1/2, siendo esta ultima su CMI, mientras que el alcohol al 50 %, logré inhibir la cepa de
Candida albicans, hasta la dilucion 1/4, considerada su CMI.

El grafico 1 muestra la CMI del alcohol, de 1/4, mientras que la del producto en estudio fue de 1/32.
Por lo que la actividad del producto fue efectiva, logré superar en tres diluciones la presentada por el

alcohol (Figura 1).

m Extracto fluido de tallos 50 % m Alcohal

Diluc. 1:128
Diluc. 1:64
Diluc.1:32
Diluc.1:16

Diluc.1:8
Diluc.1:4
Diluc.1:2

Sidiluir

Figura 1 Actividad antifingica efectiva del extracto fluido de tallos 50 %.

DISCUSION

La planta D. cinerea L. ha sido investigada en diversas situaciones, pero no se hallaron estudios
anteriores que describan o analicen sus posibles acciones sobre especies de hongos, aunque las
propiedades de sus metabolitos activos son prometedores en este sentido.

En la investigacion, solo el extracto fluido de tallos al 50 % logro inhibir el crecimiento de la cepa de
Candida albicans estudiada, la CMI del producto fue de 1/32, lo que implica un posible uso terapéutico
en estas afecciones, pero se necesita avanzar en su estudio. Estas observaciones apoyan el uso de
este producto en la practica frente a infecciones por Candida albicans, sobre todo como alternativa en
situaciones de resistencia a la terapéutica convencional e incluso, como primera eleccion en algunas
situaciones clinicas, como es el caso de la existencia de contraindicaciones a las terapias habituales.
También pudiera valorarse un uso combinado para potenciar las acciones. Todo esto avalado por un
ensayo clinico previo en seres humanos, donde queden demostrados sus efectos beneficiosos y
su seguridad.>16:17)

En el extracto de hojas al 30 %, no se observo inhibicidn del crecimiento, no se rechaza la posibilidad

de posteriores estudios con preparados mas concentrados. Un estudio realizado en Cuba, por Rodés
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et al.,'® sefiala que los principales metabolitos hallados en extractos alcohdlicos de cortezas y raices,
son cumarinas y carbohidratos reductores, otros estudios internacionales,*®1°2% sefialan la actividad
antimicrobiana de ambos principios activos. Llama la atencién en el realizado por Rodés et al.,® la
ausencia de saponinas en el extracto alcohdlico de ambas partes de la planta y el hallazgo de alcaloi-
des solo en la raiz. La presencia de saponinas en extractos de la corteza y no en la raiz, pudiera justi-
ficar que solo la corteza se emplea para el tratamiento de la elefantiasis y los dolores de cabeza.®V

La investigacién de Neondo et al.,*® sobre la planta Dichrostachys cinerea, a diferencia del estudio de
Bolleddu et al.,'' si detecta saponinas en la corteza de la planta. Armas,!®> demostré la presencia de
saponinas en todos los extractos estudiados, sefala que el extracto metandlico de hojas presenta
ademas taninos, triterpenos y aminodacidos, en igual proporcion en hojas y corteza. Los flavonoides,
cumarinas y carbohidratos también estan presentes en cantidades similares en ambas, pero en una
menor proporcién que los anteriores componentes.

Por su parte el estudio de Kweyamba et al.,®® se enfoca en evaluar la accién antibacteriana de
taninos aislados de la planta Dichrostachys cinerea, el mismo indica un aumento de esta accién,
antibacteriana con el aumento de la concentracién de los taninos obtenidos, donde la CMI, estuvo en
rangos de 4 y 5,5 mg/mL. Otra investigacion realizada por Hernandez,*® muestra que los flavonoides
gue contiene la planta exhiben sus acciones antibacterianas a través de los efectos sobre la permeabi-
lidad de la membrana y por la inhibicion de enzimas unidas a la membrana como la ATPasa y la
fosfolipasa A, y esta propiedad puede explicar también los mecanismos de accién antioxidante.

La composiciéon fitoquimica de la planta Dichrostachys cinerea L. respalda muchos de los usos en los
que esta se emplea, pero es necesario profundizar en la caracterizacion de la planta, asi como
desarrollar estudios de seguridad, para establecer los metabolitos a los que se le pudieran atribuir

estas acciones y también desentrafiar los posibles mecanismos implicados en ese comportamiento.

CONCLUSIONES

El extracto fluido de tallos de Dichrostachys cinerea L. al 50 %, inhibid el crecimiento de Candida
albicans en varias de las diluciones realizadas y su CMI fue de 1/32.

El extracto fluido de hojas al 30 % no mostré capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa estudiada
en ninguna de las diluciones.

Se sugiere continuar estudios experimentales in vitro sobre la actividad antimicrobiana de la
Dichrostachys cinerea L. que incluya el empleo de otras formas farmacéuticas y también disefiar
estudios que permitan demostrar la eficacia y efectividad terapéutica de esta planta en el tratamiento

de afecciones producidas por Candida albicans.
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