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I 

RESUMEN 

 

La candidiasis oral es una infección oportunista producida por Candida spp. 

siendo Candida albicans su principal exponente. Farmacológicamente es tratada 

con antifúngicos (azoles y polienos) pero con efectividad moderada. Además, la 

compleja administración, alta resistencia y costo de estos tratamientos hace 

necesaria la búsqueda de otras estrategias terapéuticas. Los principales 

mecanismos que aumentan la virulencia C. albicans son su capacidad de formar 

células filamentosas (morfogénesis) y de adherirse a superficies, esenciales para la 

formación de biopelículas, que aumentan la resistencia a los antifúngicos 

convencionales. 

Diferentes compuestos naturales han sido investigados y propuestos como 

alternativa en infecciones fúngicas resistentes; en este trabajo se evaluó la actividad 

antifúngica y anti-virulencia de extractos vegetales de Azara lanceolata, Fuchsia 

magellanica, Lomatia ferruginea, Nothofagus betuloides, Nothofagus nitida y 

Raphithamnus spinosus; especies nativas de la Patagonia chilena. 

Se evaluó de manera in vitro la actividad de los extractos sobre la cepa 

ATCC-10231®, resistente a fluconazol. La actividad antifúngica se determinó 

mediante ensayos de difusión (por disco y por pocillo) en placas de agar, ensayos 

de microdilución y ensayos de viabilidad celular con MTT determinando el IC50 en 

los casos posibles. La inhibición de la morfogénesis se evaluó cuantificando el 

porcentaje de células filamentosas por microscopía óptica, posterior al periodo de 

incubación en que se indujo la filamentación. La inhibición de la adhesión se evaluó 

mediante tinción con cristal violeta en placas de 96 pocillos, posterior al periodo de 

incubación. Los resultados se analizaron usando ANOVA de una vía (software 

GraphPad Prism 8.0). 

No se observó susceptibilidad de C. albicans frente a los extractos en los 

ensayos de difusión ni de microdilución. El extracto de A. lanceolata presentó 

actividad antifúngica sobre la viabilidad celular de C. albicans (IC50=0,68 µg/µL). Los 

extractos de A. lanceolata, F. magellanica, L. ferruginea y N.nitida disminuyeron los 

porcentajes de células filamentosas y de adhesión respecto al control (p<0,05). 

Este estudio demostró que el extracto de A. lanceolata presenta actividad 

inhibitoria sobre la viabilidad de C. albicans y junto a los extractos de F. magellanica, 

L. ferruginea y N. nitida son capaces de inhibir los procesos de morfogénesis y 

adhesión de C: albicans. 
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II 

INTRODUCCIÓN Y MARCO TEÓRICO 

 

2.1 CANDIDIASIS ORAL Y SU RELEVANCIA 

2.1.1 Candidiasis oral 

 La candidiasis oral es una enfermedad que afecta los tejidos de la mucosa 

oral y que está caracterizada por el sobrecrecimiento e invasión superficial de 

microorganismos fúngicos pertenecientes al género Candida (Candida spp.) 

(Millsop & Fazel, 2016); siendo Candida albicans la principal especie representativa 

de éste (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020). A pesar de que últimamente se 

ha reportado un incremento de infecciones provocadas por especies no-albicans 

(Sullivan et al., 2004), se ha descrito que actualmente C. albicans es responsable 

de más del 95% de los casos de candidiasis oral (Coleman et al., 1997; Taylor, 

Michael; Raja, 2020; Vila et al., 2020). 

 Se ha constatado frecuentemente la presencia de C. albicans en los tejidos 

orales de individuos sanos (Lewis & Williams, 2017), y se estima que el 80% de la 

población es portadora asintomática de este microorganismo en las superficies 

orales (Vila et al., 2020; Williams & Lewis, 2011), esto ha hecho que se haya definido 

a C. albicans como especie normal de la microbiota oral (Lewis & Williams, 2017; 

Nobile & Johnson, 2015). Es por ello que, clásicamente se ha considerado a la 

candidiasis oral como una infección oportunista, dado que la sola presencia de C. 

albicans no es suficiente para el desarrollo del proceso patológico. Por lo tanto, se 

requiere además que se desarrollen ciertas condiciones que favorezcan el 

sobrecrecimiento y patogenicidad de estos microrganismos (Lewis & Williams, 

2017; Taylor, Michael; Raja, 2020; Vila et al., 2020). Por otro lado, debido a que 

existe un alto porcentaje de la población que es portadora de C. albicans como parte 

de su microbiota comensal, en la actualidad, también se ha planteado que esta 

patología debiese ser considerada como una disbiosis de la microbiota oral y no 

como una infección, aunque en la literatura vigente se siguen usando estos términos 

(Villar & Dongari-Bagtzoglou, 2021). 
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2.1.2 Factores de riesgo 

 Existen múltiples factores que pueden favorecer el sobrecrecimiento de C. 

albicans y desencadenar su paso desde el comensalismo a la patogenicidad 

respecto al hospedero. Se pueden clasificar como factores locales y sistémicos. 

Estos han sido desarrollados en profundidad por Vila et al. (2020). 

i. Factores locales 

❖ Hipofunción salival. Deficiencias en la calidad o cantidad de saliva favorecen 

el crecimiento de C. albicans, esto se debe a que la saliva está enriquecida 

con proteínas antimicrobianas como lo es la histatina-5. 

❖ Uso de corticoesteroides tópicos locales (inhaladores). Estos fármacos 

son capaces de producir como reacciones adversas una inmunosupresión 

local y una disminución del flujo salival (Taylor & Raja, 2020). 

❖ Uso de prótesis removible. Se ha llegado incluso a definir la “estomatitis 

protésica” como un cuadro específico de candidiasis oral relacionado al uso 

de estos aparatos (Lewis & Williams, 2017). Sin embargo, el portar prótesis 

removible no constituye un riesgo de candidiasis oral per se, sino que es el 

uso incorrecto de estos aparatos el que favorece la infección. Específicamente: 

1) Uso prolongado, que genera un microambiente ácido acompañado por 

bajos niveles de oxígeno y de saliva en las superficies que están en contacto 

con la prótesis. 2) Uso de prótesis desajustadas, que puede generar un trauma 

en la superficie epitelial creándose una brecha aprovechada por C. albicans 

para acceder a tejidos más profundos (Lewis & Williams, 2017). Y 3) mala 

higiene protésica, ya que se ha demostrado que C. albicans es capaz de 

adherirse a la superficie de las prótesis y formar biopelículas (biofilms) sobre 

éstas (Nobile & Johnson, 2015). Lo referente a las biopelículas y su relevancia 

será abordado más adelante. A pesar de que los factores relacionados con el 

desarrollo de estomatitis protésica son controlables, se estima que alrededor 

del 75% de los usuarios de prótesis removible presentan signos de estomatitis 

protésica (Lewis & Williams, 2017). 

❖ Uso prolongado de antibióticos de amplio espectro. Son capaces modificar 

la microbiota oral al disminuir la presencia de otros microorganismos que 
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compiten con C. albicans por el nicho ecológico (Taylor, Michael; Raja, 2020; 

Vila et al., 2020). 

 

ii. Factores sistémicos 

❖ Edad. El crecimiento de C. albicans se ve favorecido en ambos extremos de 

la vida, ya que presentan deficiencias en el sistema inmune respecto al resto 

de la población (Taylor, Michael; Raja, 2020). 

❖ Inmunosupresión. Existen distintos factores que pueden producirla, entre 

ellos: la infección por VIH/SIDA, que presenta a la candidiasis oral como la 

manifestación oral más común de estos pacientes (Pierce & Lopez-Ribot, 

2013; Sullivan et al., 2004; Taylor, Michael; Raja, 2020), y se ha establecido 

una relación inversamente proporcional entre el recuento de linfocitos TCD4+ 

y la severidad de la candidiasis. Otras posibles causas de inmunosupresión 

son el consumo de fármacos antineoplásicos e inmunomoduladores. 

❖ Tabaquismo. Si bien la razón por la cual se relaciona el consumo de tabaco 

con mayores niveles de C. albicans no está del todo dilucidada, existen varias 

teorías, dentro de ellas, la disminución del flujo salival, la acidificación del pH 

oral, la disminución de los niveles de inmunoglobulina A (IgA) y la disminución 

de la función de los neutrófilos (Taylor, Michael; Raja, 2020). 

❖ Malnutrición. Se ha relacionado el crecimiento de C. albicans con déficit 

nutricionales de vitaminas, minerales y ácido fólico (Taylor, Michael; Raja, 

2020;). 

 

2.1.3 Manifestaciones clínicas 

 Existen diferentes manifestaciones de la enfermedad, comúnmente se 

clasifican como formas agudas y crónicas, además de una tercera forma 

“mucocutánea crónica. Dado que el principal reservorio de C. albicans en la cavidad 

oral es el dorso de la lengua, la mayoría de los cuadros clínicos inician en ahí (Scully 

C & Giovanni L, n.d.). 

i. Manifestaciones agudas 
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❖ Candidiasis pseudomembranosa. Caracterizada por la presencia de placas 

blanquecinas en la mucosa oral que se desprenden al raspado 

(correspondientes a una mezcla de células fúngicas con células epiteliales e 

inmunes del hospedero) (Garcia-Cuesta et al., 2014). Ha sido comúnmente 

asociada al consumo prolongado de corticoesteroides e inmunosupresión por 

VIH/SIDA. (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020) 

❖ Candidiasis eritematosa aguda. Comúnmente es asociada al uso 

prolongado de antibióticos de amplio espectro, causantes de una disbiosis 

microbiológica que facilita el sobrecrecimiento de C. albicans. Se caracteriza 

por la presencia de lesiones eritematosas especialmente en el dorso de la 

lengua, por lo general, basta la suspensión del tratamiento antibiótico para 

resolver el cuadro. (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020). 

 

ii. Manifestaciones crónicas 

❖ Candidiasis eritematosa crónica. A pesar de que también puede 

encontrarse en pacientes inmunosuprimidos (especialmente VIH/SIDA), en la 

mayoría de los casos está asociada al uso de prótesis removible (estomatitis 

protésica). Se estima que aproximadamente un 75% de los portadores de 

prótesis removible presentan este cuadro y por lo general no hay 

sintomatología asociada (Jabra-Rizk et al., 2016). Dentro de las causas se 

encuentran la higiene deficiente, el uso prolongado e ininterrumpido y el mal 

ajuste de los aparatos protésicos; ya que contribuyen al generar un ambiente 

propicio para crecimiento de C. albicans (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 

2020). 

❖ Candidiasis crónica hiperplásica. Se manifiesta a través de lesiones 

blanquecinas que no se desprenden al raspado, ubicadas principalmente a 

nivel de la comisura labial y en los bordes laterales de la lengua. Se 

recomienda solicitar exámenes histopatológicos de estas lesiones por el riesgo 

de malignización. Este tipo de candidiasis ha sido fuertemente asociado al 

consumo de tabaco (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020). 

❖ Quelitis angular. Se caracteriza por la presencia de lesiones eritematosas en 

las comisuras labiales, especialmente de forma bilateral. Generalmente se 
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asocia a la presencia de otro cuadro de candidiasis oral o a la disminución de 

la dimensión vertical oclusal (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020). 

 

iii. Candidiasis mucocutánea crónica 

Corresponde a un grupo aparte de infecciones mucocutáneas que se 

manifiestan de forma crónica y recurrente, capaces de involucrar diferentes 

zonas entre ellas piel, uñas, mucosa oral y genital (Manfredi et al., 2019). Se ha 

asociado a causas congénitas y a veces no responde a tratamientos 

convencionales para la candidiasis (Lewis & Williams, 2017; Vila et al., 2020) 

Además, existe el riesgo de que una manifestación local de candidiasis oral 

evolucione hasta alcanzar el torrente sanguíneo generando una candidiasis 

invasiva, una infección severa que puede comprometer diferentes órganos cuyo 

rango de mortalidad oscila entre 40-60% (Bassetti et al., 2018). 

 

2.1.4 Diagnóstico y tratamiento 

 El diagnóstico es principalmente clínico, considerando los factores 

predisponentes y los signos clínicos presentes (Taylor, Michael; Raja, 2020). En 

algunos casos se puede complementar con un estudio microbiológico para 

corroborar la presencia de C. albicans u otras especies no-albicans (Lewis & 

Williams, 2017) 

 Como parte fundamental del tratamiento está la promoción e instrucción de 

higiene oral (Quindós et al., 2019) y la identificación de la causa por la que se 

desarrolló la infección (Lewis & Williams, 2017). En algunos casos basta con 

controlar el factor predisponente para revertir el proceso infeccioso, en otros, es 

necesaria la terapia antifúngica ya sea local (tópica) o sistémica (Taylor, Michael; 

Raja, 2020). 

 

 



14 
 

2.2   TERAPIA ANTIFÚNGICA CONTRA LA CANDIDIASIS ORAL Y SUS 

LIMITACIONES 

 Consiste en la administración de un fármaco con efecto antifúngico, este 

puede ser fungistático si detiene la actividad metabólica de la célula blanco, o 

fungicida si ocasiona la muerte celular (Tsui et al., 2016). Sin embargo, comparado 

con los antibióticos, el arsenal terapéutico de los antifúngicos es extremadamente 

limitado y existen varias dificultades para el desarrollo de nuevos fármacos. Éstas 

están dadas principalmente por que tanto las células mamíferas como las fúngicas 

son eucariotas (a diferencia de las bacterianas), por lo que presentan mayores 

similitudes entre ambas, dificultando el encontrar blancos farmacológicos selectivos 

que permitan atacar a la célula fúngica sin ocasionar una toxicidad importante en 

las células del hospedero (Pierce & Lopez-Ribot, 2013).  

 

2.2.1 Agentes antifúngicos 

Actualmente los antifúngicos disponibles se agrupan principalmente en tres familias: 

polienos, azoles y equinocandinas; de estas sólo las primeras dos se emplean como 

terapia contra la candidiasis oral, reservando las equinocandinas para infecciones 

sistémicas resistentes a las otras familias (Pierce & Lopez-Ribot, 2013; Tsui et al., 

2016; Vila et al., 2020). Existen además otros fármacos como los análogos de 

pirimidina o las alilamninas que son raramente empleados (Tsui et al., 2016) y el 

ibrexafungerp hace algunos años desarrollado (Quindós et al., 2019). A 

continuación, se describirá brevemente las tres principales familias de éstos 

fármacos. 

 

i. Polienos: corresponden a agentes fungicidas de amplio espectro, interactúan 

uniéndose con el ergosterol presente en la membrana celular fúngica (y ausente 

en la mamífera), como resultado, se forman poros en la membrana 

produciéndose una perdida de la integridad de ésta, acompañada por una 

gradiente de fuga electrolítica y de los componentes del citoplasma (Mathé & 

van Dijck, 2013; Tsui et al., 2016). Dentro de esta familia se encuentran la 
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nistatina y la anfotericina B. La nistatina posee un amplio espectro contra 

Candida spp., sin embargo, tiene una mala absorción vía oral mientras que su 

uso parenteral es tóxico. Por este motivo, se reserva su uso para candidiasis 

orofaríngea donde se requiere su acción local. Actualmente se intenta 

desarrollar nuevas formas de administrar este fármaco como la encapsulación 

en nanopartículas y liposomas. Por otro lado, la anfotericina B se ha utilizado 

durante varios años como colutorio para la candidiasis oral y también para 

infecciones sistémicas debido a su amplio espectro y la posibilidad de 

administrarse por vía endovenosa, pero presenta una alta toxicidad 

(especialmente a nivel renal) (Vila et al., 2020). Además, en varios países no se 

encuentra disponible en formulaciones de uso tópico oral, como es el caso de 

Chile (Quindós et al., 2019). 

 

ii. Azoles: son fármacos fungistáticos ampliamente utilizados que interactúan 

inhibiendo la síntesis de ergosterol a través del bloqueo de lanosterol 14-α-

desmetilasa (Erg11), dependiente del citocromo P-450 fúngico (Tsui et al., 

2016). Como resultado, se acumulan ergosteroles intermedios tóxicos, aumenta 

la permeabilidad de membrana y se detiene el crecimiento celular (Valdés, 

2005). Comparados con los polienos, presentan un efecto más lento, pero con 

niveles de toxicidad significativamente menores (Quindós et al., 2019; Vila et 

al., 2020). Esta familia se subdivide según su estructura molecular en triazoles 

(fluconazol, itraconazol, voriconazol, ravuconazol y pozaconazol) e imidazoles 

(miconazol, ketoconazol y clotrimazol) (Valdés, 2005). Dentro de las principales 

desventajas de este grupo de medicamentos se describe su capacidad para 

inhibir el citocromo P-450, produciendo interacciones de relevancia clínica con 

fármacos como inmunomoduladores, anticoagulantes, estatinas, 

antihistamínicos, benzodiacepinas, bloqueadores de canales de calcio entre 

otros (Quindós et al., 2019). Además, su uso a largo plazo en infecciones 

persistentes se asocia con toxicidad hepática (Klatt & Eschenauer, 2021). 

 

iii. Equinocandinas: Son fármacos fungicidas de amplio espectro, y actualmente 

se emplean como última línea ante infecciones fúngicas resistentes. Inhiben la 
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β-1,3-glucano sintasa, necesaria para la síntesis de componentes de la pared 

celular, lo cual les confiere una alta selectividad y toxicidad sobre células 

fúngicas (Mathé & van Dijck, 2013; Quindós et al., 2019; Tsui et al., 2016). Se 

asocian con bajos niveles de toxicidad; sin embargo, han comenzado a aparecer 

mecanismos de resistencia para estos fármacos (Walraven et al., 2014). Por 

otro lado, su aplicación en odontología es extremadamente limitada ya que solo 

se administran vía intravenosa, y generalmente se usan en infecciones 

sistémicas. Dentro de esta familia están caspofungina, micafungina y 

anidulafungina (Tsui et al., 2016; Vila et al., 2020). 

 

2.2.2 Terapias farmacológicas actuales 

Para el tratamiento farmacológico de la candidiasis oral se opta inicialmente por 

formas farmacéuticas tópicas ya que presentan menores efectos adversos que las 

sistémicas. Sin embargo, estas últimas son indicadas en casos como infecciones 

más diseminadas, en los que la terapia tópica no haya sido efectiva (Quindós et al., 

2019), en pacientes inmunosuprimidos o en aquellos que requieran algún cuidado 

especial al respecto (Dar-Odeh et al., 2012). Para la terapia tópica, actualmente se 

recomienda el uso de miconazol y nistatina, mientras que en la terapia sistémica se 

suele emplear fluconazol y caspofungina (equinocandina) según necesidad (Garcia-

Cuesta et al., 2014). 

 

2.2.3 Limitaciones 

La terapia antifúngica actualmente presenta una serie de desventajas, dentro de 

las cuales destacan: 

i. Alto costo de los fármacos: manifestado especialmente en los agentes 

antifúngicos empleados para la terapia sistémica. Además, se suma el hecho 

de que generalmente son tratamientos de larga duración (pudiendo sostenerse 

incluso por varias semanas) lo que conlleva un aumento del costo del 

tratamiento (Moreno M et al., 2010). Por otro lado, una parte del gasto asociado 

al uso de antifúngicos se debe al uso indiscriminado de estos fármacos. Sin 
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embargo, a pesar de que existe mayor control y uso racional en la actualidad, 

estos costos siguen siendo elevados (Barraza et al., 2018). 

 

ii. Complejos esquemas de administración: estos pueden perjudicar 

principalmente a la adherencia por arte de los pacientes al tratamiento, ya que 

esta tiende a ser menor a medida que aumentan el número de administraciones 

por día y el tiempo total del tratamiento (Susilo R et al., 2003).  

 

iii. Aparición de mecanismos de resistencia: una de las principales limitaciones 

de la terapia antifúngica es la aparición y desarrollo de diversos mecanismos de 

resistencia. Considerando el ya escaso arsenal terapéutico, la aparición de 

cepas multiresistentes o resistentes a los antifúngicos de “última generación” 

como las equinocandinas, supone una amenaza latente y un actual desafío para 

la búsqueda de nuevos principios activos contra estos microrganismos (Sanitá 

et al., 2013). 

 

 

2.3 CANDIDA ALBICANS PRINCIPAL ESPECIE PATÓGENA 

 C. albicans es una especie perteneciente al género Candida, es el principal 

patógeno fúngico que afecta a humanos ocasionando una gran variedad de 

infecciones en el hospedero tanto locales como sistémicas (Sullivan et al., 2004; 

Tsui et al., 2016).  

 Macroscópicamente crece en los cultivos conformando colonias blancas, 

blandas, lisas y brillantes (Fig. 1); mientras que microscópicamente se han descrito 

células redondas u ovaladas capaces de emitir prolongaciones filamentosas (véase 

“1.3.2 Morfogénesis” más adelante) (Brandt, M. (2002). 
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La patogenicidad de estos microorganismos está fuertemente relacionada a la 

capacidad de: 1) adherirse a las superficies, 2) realizar morfogénesis, y 3) formar 

biopelículas; estas propiedades a su vez influyen en la secreción de toxinas, evasión 

de la respuesta inmune y resistencia a antifúngicos (Lewis & Williams, 2017; Tsui et 

al., 2016; Vila et al., 2020). 

 

2.3.1 Adhesión 

 Es el proceso en que la célula se adhiere al hospedero, a otra célula fúngica 

o a una superficie abiótica como catéteres o prótesis dentales (Lewis & Williams, 

2017). Es necesaria para la colonización y persistencia durante la infección, puesto 

que la descamación epitelial junto con el flujo salival busca disminuir los niveles de 

C. albicans en los tejidos (Tsui et al., 2016; Vila et al., 2020). Este proceso se puede 

producir a dos niveles: primero de una forma reversible, a través de interacciones 

electroestáticas entre la célula y la superficie; y segundo, de forma irreversible, por 

la participación de adhesinas (glicoproteínas) tales como agglutinin-like sequence 

(ALS) (Tsui et al., 2016; Vila et al., 2020). Se ha descrito que la capacidad de 

 

Figura 1. C. albicans y sus características macroscópicas. Cultivo en agar Sabouraud 

cloranfenicol (Fotografía del autor, Laboratorio de Farmacología). 
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adhesión está directamente relacionada con la invasividad, formación de 

biopelículas y resistencia a fármacos (Mayer et al., 2013; Wächtler et al., 2011). 

 

2.3.2 Morfogénesis 

 Se define a C. albicans como hongo pleomórfico, al ser capaz de cambiar su 

morfología según las condiciones en las que se encuentre (Noble et al., 2018), 

teniéndose así, por un lado las formas levaduriformes (no filamentosas) y por otro, 

las formas filamentosas (hifas y pseudohifas) (Nobile & Johnson, 2015; Noble et 

al., 2018; Tsui et al., 2016; Vila et al., 2020) (Fig. 2). Esta morfogénesis puede ser 

inducida por una serie de factores como temperatura, sustrato, disponibilidad de 

aminoácidos, pH y niveles de CO2 (Noble et al., 2018; Tsui et al., 2016). 

 El estado filamentoso le confiere a la célula una serie de factores que 

favorecen la patogenicidad, entre ellos: 1) Tigmotropismo, capacidad de crecimiento 

direccional como respuesta al contacto, que le confiere a la célula la oportunidad de 

invadir uniones intercelulares (Noble et al., 2018; Vila et al., 2020). 2) Incremento de 

la adhesión, al aumentar la producción de adhesinas e incorporar la expresión de 

algunas específicas de estas formas celulares, como ALS-3 e hyphal wall protein 1 

(HWP-1) (Nobile & Johnson, 2015; Noble et al., 2018; Tsui et al., 2016; Vila et al., 

2020). 3) Aumento de la destrucción de los tejidos del hospedero, a través de la 

secreción de varias enzimas hidrolíticas como aspartil proteinasas (SAPs), 

fosfolipasas y toxinas citolíticas (candidalisina), lo cual además permite a la célula 

degradar las uniones intercelulares del epitelio para penetrar en los tejidos. (Lewis 

& Williams, 2017; Noble et al., 2018; Tsui et al., 2016; Vila et al., 2020). Y 4) evasión 

de la respuesta inmune, se ha visto que las prolongaciones filamentosas son 

capaces de perforar la membrana de los macrófagos y evadir así la fagocitosis (Tsui 

et al., 2016).  

 Tradicionalmente se ha considerado que las formas levaduriformes 

corresponden a estados comensales y que las filamentosas son responsables de la 

patogenicidad, sin embargo, se ha demostrado que ambos tipos celulares son 

necesarios para la patogénesis (Noble et al., 2018). 
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2.3.3 Formación de Biopelículas 

 Se puede definir como biopelícula o biofilm a una población organizada de 

microrganismos, adherida a una superficie, inmersa en una matriz y dentro de un 

ambiente nutricionalmente sustentable (Soll & Daniels, 2016; Wall et al., 2019). Este 

estado, les confiere a las células propiedades diferentes a las presentadas en las 

formas planctónicas, haciéndolas más virulentas y resistentes (Nobile & Johnson, 

2015; Tsui et al., 2016). Se considera que la mayoría de las manifestaciones de 

candidiasis están relacionadas con la presencia de biopelículas, y que la formación 

de éstas es uno de los principales factores de virulencia de C. albicans (Wall et al., 

2019). 

 Las etapas de la formación de biopelículas de C. albicans han sido muy 

estudiadas y definidas: 1) Adhesión, las células se unen a una superficie ya sea 

biótica o abiótica –por ejemplo, mucosa oral o prótesis removible respectivamente- 

 

 

Figura 2. C. albicans y sus características microscópicas. Formas levaduriformes y 

filamentosas. Microscopía óptica 10x, contraste con azul de tripán. En negro se destacan algunas 

células filamentosas (Fotografía del autor, Laboratorio de Farmacología). 
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para conformar una capa basal. 2) Proliferación, donde tiene lugar la multiplicación 

celular y la aparición de formas filamentosas, que a su vez sirven de andamiaje para 

sostener la estructura de la biopelícula. 3) Maduración, caracterizada por la 

acumulación de una matriz autoprouducida de exopolímeros. Y 4) dispersión, 

etapa en la que células levaduriformes son liberadas desde la biopelícula para 

colonizar otros nichos (Nobile & Johnson, 2015; Soll & Daniels, 2016; Tsui et al., 

2016; Wall et al., 2019) 

 Sin duda, una de las principales características de las biopelículas es su alta 

resistencia a antifúngicos, al respecto, se ha descrito que las concentraciones 

inhibitorias mínimas (CIM) se incrementan entre 30 y 20.000 veces más respecto al 

estado planctónico (Mathé & van Dijck, 2013; Tobudic et al., 2012; Tsui et al., 2016). 

 Se han descrito múltiples mecanismos de resistencia antifúngica de C. 

albicans, estos son: la modificación del blanco farmacológico, la sobrexpresión de 

bombas de eflujo, el aumento de la densidad celular, la secreción de matriz 

extracelular y la formación de células persistentes. Si bien los tres primeros 

mecanismos son comunes tanto para los estados planctónico como en biopelículas, 

éstos se ven incrementados al estar en esta última forma (Mathé & van Dijck, 2013; 

Tsui et al., 2016). 

 

 

2.4 Estrategias actualmente investigadas contra C. albicans 

 En la actualidad existen diferentes líneas de investigación que buscan 

nuevos compuestos con actividad contra C. albicans. De manera especial se ha 

realizado un enfoque dirigido a la inhibición del crecimiento, de la maduración, 

disrupción y erradicación de las biopelículas de C. albicans. (Pierce & Lopez-Ribot, 

2013; Sardi et al., 2014).  

 Por otro lado, dada la gran relevancia de diversos factores de virulencia en la 

patogenicidad de C. albicans, y a la constante necesidad de nuevos blancos 

farmacológicos; se ha propuesto en los últimos años la búsqueda y desarrollo de 

compuestos con actividad anti-virulencia, capaces de inhibir la adhesión, 
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morfogénesis y formación de biopelículas, procesos esenciales en el desarrollo de 

los cuadros infecciosos (Clatworthy et al., 2007; Jacobsen et al., 2014). Dentro de 

las ventajas que ofrece este enfoque, están el aumento de blancos farmacológicos 

junto con una mayor especificidad según cada factor, mayor preservación de la 

microbiota simbiótica del hospedero y la menor aparición de mecanismos de 

resistencia (Pierce & Lopez-Ribot, 2013). Esta última gran ventaja se explica por 

selección natural, al enfocarse en inhibir los factores de virulencia disminuye la 

amenaza contra la supervivencia de las células infecciosas, y con ello, la necesidad 

de estas de bloquear a los agentes farmacológicos (Clatworthy et al., 2007).  

 En este contexto, los productos naturales han sido fuente de investigación 

para la búsqueda de nuevas estrategias farmacológicas capaces de inhibir los 

procesos asociados a la virulencia en C. albicans (Sardi et al., 2014). 

 

 

2.5 Uso de compuestos naturales como alternativa de tratamiento de la 

candidiasis oral 

 Desde los primeros tiempos, el ser humano ha empleado componentes 

vegetales para el tratamiento de diversas molestias. El uso de plantas con fines 

medicinales se ha transmitido por generaciones con diversas formas de preparación 

y administración (Marcia Avello & Isabel Cisternas, 2010).  

 El fundamento de la utilidad de especies vegetales para estos propósitos 

radica en el mismo metabolismo de las plantas, las cuales a su vez -como todo 

organismo vivo- se ven expuestas y afectadas a la acción de diversos 

microorganismos, hecho que favorece el desarrollo de mecanismos de defensa por 

parte de éstas para así poder sobrevivir (Montes & Wikomirsky, 1996; Vivanco et 

al., 2005). 

 A pesar de que actualmente el uso de la farmacología convencional es la 

principal forma de tratamiento, en las últimas cuatro décadas ha incrementado la 

investigación con compuestos naturales, buscando validar su uso como terapia 

complementaria a la medicina convencional a través del método científico (Argolo 
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et al., 2004).  La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la 

importancia de la investigación y uso de compuestos naturales para el tratamiento 

y prevención de enfermedades, incentivando el desarrollo de políticas que los 

integren en los sistemas nacionales de salud. Por otro lado, ha destacado la 

relevancia económica que supone en comparación con el desarrollo de nuevos 

fármacos. (World Health Organization, 2013) 

 Actualmente se conoce como fitoterapia al uso de plantas medicinales con 

fines terapéuticos, ya sea empleando las mismas plantas, partes de ellas, o en 

forma de extracto concentrando los principales compuestos de éstas en un solvente 

o medio para facilitar su administración (Argolo et al., 2004). La composición y 

proporción de los diferentes metabolitos es diferente en cada especie y puede verse 

afectada por diversos factores como las condiciones de cultivo y de recolección 

(Vivanco et al., 2005). 

 Los diversos metabolitos que ejercen su efecto sobre los microorganismos 

pueden proceder de diferentes rutas metabólicas, destacando según estas, las 

familias fenólicas (flavonoides) terpénica, alcaloidea y esteroidea (Vivanco et al., 

2005). 

 Se ha descrito la actividad antifúngica sobre C. albicans de diferentes 

compuestos de origen vegetal, principalmente aceites esenciales, extractos 

hidroalcohólicos, y extractos secos; proponiéndose su estudio y el desarrollo de 

formulaciones para el tratamiento de la candidiasis oral (Maureira et al., 2017; 

Mølgaard et al., 2011; Moreno et al., 2020; Pequeno et al., 2018; Simonsen et al., 

2006; Singla & Dubey, 2019). 

 

 

2.6 Especies nativas de la Patagonia chilena 

 Dentro de las grandes riquezas que presenta el territorio nacional, se 

encuentra la Patagonia chilena, caracterizada por una gran variedad geográfica y 

diversidad de ecosistemas, llegando a ser descrita como una región biológicamente 
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única en el mundo (Armesto et al., 2021).  En base a esta realidad, existen muchas 

especies cuyas propiedades biológicas se desconocen. 

 El proyecto de investigación titulado “Bosque nativo: Cambio climático y 

compuestos bioactivos” (FIC-Aysén 2017 BIP 40000496) dirigido por los 

académicos de la Universidad de Aysén Dr. Oney Ramírez y Dra. Merly de Armas, 

actualmente en curso, busca caracterizar la actividad biológica de diferentes 

especies arbóreas nativas de la Patagonia chilena.  En este contexto, el Dr. Alfredo 

Molina como colaborador de este proyecto, participa en la caracterización 

antimicrobiana de diferentes extractos vegetales de especies nativas de la 

Patagonia (Azala lanceolata, Fuchsia magellanica, Lomatia ferruginea, Nothofagus 

betuloides, Nothofagus nitida y Raphithamnus spinosus). 

 A continuación, se abordará a modo general cada una de estas especies. 

 

2.6.1 Azara lanceolata (A. lanceolata) 

 Conocida comúnmente como Corcolén, es una especie arbórea perenne que 

crece en climas templados, está distribuida en Chile (desde Arauco hasta 

Magallanes) y Argentina. Puede alcanzar entre tres y cinco metros de alto; presenta 

ramas delgadas y flexibles a partir de las cuales se forman corimbos (agrupaciones) 

de flores aromáticas de color amarillo (Fig. 3) (Seemann et al., 2013). 

 

 

Figura 3.  Azara lanceolata “Corcolén” 
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 No existen estudios que evalúen la aplicación de esta especie en medicina, 

pero sí hay evidencia del uso en medicina tradicional de Azara microphylla como 

antirreumático y antitusígeno (Muñoz et al., 1981). 

 

2.6.2 Fuchsia magellanica (F. magellanica) 

 Conocida como Chilco, esta especie perenne se encuentra distribuida entre 

las regiones de Coquimbo y Magallanes, encontrándose más abundantemente en 

el sur. Crece y se desarrolla rápidamente en ambientes húmedos pudiendo alcanzar 

los cuatro metros de altura. Presenta ramas delgadas, flores de color rojizo-violáceo 

y sus frutos son comestibles (MINSAL, 2009). 

 Esta especie ha sido utilizada con fines medicinales durante bastante tiempo 

por el pueblo mapuche por sus efectos antipirético, diurético y emenagogo (Estomba 

et al., 2006; MINSAL, 2009; Mølgaard et al., 2011; Rodriguez et al., 1994). 

 

 

2.6.3 Lomatia ferruginea (L. ferruginea) 

 De nombre común Palmilla (o romerillo, o pinué) es una especie distribuida 

entre las regiones del Maule y Magallanes, creciendo en ambientes más húmedos. 

 

 

Figura 4. Fuchsia magellanica. “Chilco” 
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Puede alcanzar los diez metros de alto, presenta flores amarillas, que se vuelven 

rojizas con el tiempo (Grosfeld et al., 2010; Muñoz et al., 1981). 

 

 

 También ha sido empleada por el pueblo mapuche con fines medicinales, sus 

hojas y corteza se ha empleado para al tratamiento de abscesos gástricos, 

hepáticos y externos, además de presentar efecto diurético (Muñoz et al., 1981; 

Schmeda-Hirschmann et al., 1992). 

 

2.6.4 Nothofagus betuloides (N. betuloides) 

 Esta especie conocida como Coigüe de Magallanes es un árbol perenne 

endémico de los bosques de Chile y Argentina, se le puede encontrar entre Valdivia 

y el archipiélago de Cabo de Hornos. Es una especie de crecimiento lento que 

puede alcanzar los treinta metros de altura (Gerding & Thiers, 2002; Promis, 2011). 

No se ha empleado en medicina tradicional. 

 

 

Figura 5. Lomatia ferruginea. “Palmilla”, “Romerillo” o “Pinué”. A. Hojas. B. Flores 
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2.6.5 Nothofagus nitida (N. nitida) 

 Conocida como Coigüe de Chiloé, es una especié arbórea perenne, en el 

género Notohfagus, es la que presenta la distribución geográfica más restringida, 

principalmente en el archipiélago de Chiloé.  Es un árbol de gran tamaño que puede 

alcanzar los treinta y cinco metros de altura, presenta hojas más grandes, oscuras 

y brillantes que el resto de Nothofagus spp. (Premoli, 1996). De manera similar a 

Nothofagus betuloides, no existen antecedentes de uso medicinal de esta especie. 

 

 

 

 

Figura 6. Nothofagus betuloides. “Coigüe de Magallanes” 

 

 

Figura 7. Nothofagus nitida. “Coigüe de Chiloé” 
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2.6.6 Raphithamnus spinosus (R. spinosus) 

 Comúnmente conocida como Espino negro o Arrayán macho, es una especie 

endémica distribuida entre las regiones de Coquimbo y Aysén. Puede alcanzar 

hasta 6 metros de alto, presenta pequeñas hojas de color verde oscuro con 

tonalidades más blanquecinas en el revés de éstas; sus flores y frutos son de color 

violáceo (Cortéz-Echeverría, 2916). 

 En la medicina tradicional se ha empleado para el tratamiento de erupciones 

corporales (como la tiña) frotando sus hojas sobre la piel (Valencia, 2013). 

 

 

 

2.7 Planteamiento del problema 

 Dadas las actuales limitaciones del tratamiento farmacológico convencional 

para la candidiasis oral (alto costo, complejos esquemas de administración y 

especialmente la aparición de mecanismos de resistencia); se hace necesaria la 

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Como se ha visto la actividad 

antifúngica de extractos naturales de diversas especies vegetales, éstos se han 

propuesto como alternativa, sin embargo, se requieren más estudios especialmente 

evaluando su actividad contra biopelículas. 

 

 

Figura 8. Raphithamnus spinosus. “Espino negro” o “Arrayán macho” 
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 A pesar de que algunas de las especies antes descritas han tenido 

aplicaciones en la medicina tradicional, se desconocen sus propiedades 

antimicrobianas. Este estudio buscará evaluar la actividad antifúngica y anti-

virulencia de extractos secos obtenidos de dichas especies sobre C. albicans. 
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III 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

3.1 Hipótesis 

 Los extractos obtenidos de A. lanceolata, F. magellanica, L. ferruginea, N. 

betuloides, N. nitida y R. spinosus presentan actividad antifúngica y anti-virulencia 

sobre C. albicans. 

 

3.2 Objetivo general 

Evaluar la actividad antifúngica y anti-virulencia de los extractos obtenidos de 

A. lanceolata, F. magellanica, L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. spinosus 

sobre C. albicans. 

 

3.3 Objetivos específicos 

i. Evaluar la susceptibilidad de C. albicans frente a los extractos obtenidos de 

A. lanceolata, F. magellanica, L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. 

spinosus. 

ii. Determinar la Concentración Inhibitoria 50 (IC50) de los extractos obtenidos 

de A. lanceolata, F. magellanica, L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. 

spinosus sobre C. albicans. 

iii. Evaluar el efecto de los extractos obtenidos de A. lanceolata, F. magellanica, 

L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. spinosus sobre la morfogénesis de 

C. albicans  

iv. Evaluar el efecto de los extractos obtenidos de A. lanceolata, F. magellanica, 

L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. spinosus sobre la adhesión de C. 

albicans  
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IV 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 Se realizó un estudio cuantitativo, con diseño experimental in vitro. Se trabajó 

empleando una técnica aséptica en mechero bunsen para evitar contaminación 

cruzada que pueda alterar los resultados (Sanders, 2012). 

 

4.1 Cepa de C. albicans y condiciones de cultivo 

 Se empleó -en cada ensayo- la cepa estandarizada de C. albicans ATCC-

10231(resistente a fluconazol). Ésta se inoculó en placas de agar Sabouraud 

cloranfenicol que se emplearon como stock para almacenar las células durante la 

duración del estudio. Las placas se almacenaron a 4°C y fueron constantemente 

refrescadas en placas nuevas para impedir el envejecimiento de las células. 

 Antes de cada ensayo se realizó un preinóculo. Para ello, se tomó desde una 

placa de stock, dos unidades formadoras de colonias (UFC) de C. albicans, cada 

una con un diámetro entre 1 y 2 mm. Luego se llevaron a un tubo con el medio de 

cultivo líquido “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI-1640) (Biological Industries), 

que después fue agitó mediante vórtex para la disgregación de las colonias. El tubo 

fue incubado por 24 horas a 28°C. 

 Concluido el periodo de incubación, desde el preinóculo -que fue agitado para 

homogenizar -, se tomó una muestra a la que se le añadió un volumen determinado 

del medio de contraste “azul de tripán” (Corning®). Esta mezcla fue colocada en una 

cámara de Neubauer (Superior Marienfeld®) que se llevó al microscopio óptico (10x) 

para realizar conteo de células. Mediante la siguiente fórmula se determinó la 

concentración celular. 

 

𝑁° 𝑐é𝑙𝑢𝑎𝑠

𝑚𝑙
=  �̅�  × 𝐹𝐷 × 10.000 
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 Donde: 

-�̅� : promedio de células contadas en cada cuadrante de la cámara de 

Neubauer. 

-FD: factor de dilución empleado (considerando el volumen de muestra y el 

volumen del medio de contraste). 

 Una vez obtenida la concentración de células del preinóculo se realizó una 

dilución con medio de cultivo RPMI-1640 hasta llegar a una concentración de 1x106 

UFC/mL, correspondiente a la suspensión de trabajo que se empleó en los distintos 

ensayos (a excepción de los ensayos de difusión que se ajustó en escala McFarland, 

véase más adelante). 

 

 

4.2 Extractos 

 Se emplearon extractos secos de las especies patagónicas A. lanceolata, F. 

magellanica, L. ferruginea, N. betuloides, N. nitida y R. spinosus; obtenidos a partir 

hojas de cada especie recolectadas en el verano de 2019 en la Reserva Nacional 

Río Simpson y el Parque Nacional Cerro Castillo (Región de Aysén, Chile) (Anexo 1). 

 Los extractos fueron preparados en el laboratorio del Dr. Ramírez de la 

siguiente manera:  Las muestras vegetales se secaron en estufa a 40 °C y 

posteriormente se pulverizaron. A partir de este material vegetal seco se prepararon 

los extractos. Se masaron 10 g del material seco y se les adicionó 60 mL de etanol 

absoluto o de metanol. Se agitaron las muestras a 150 rpm durante 18 horas a 25 

°C. Después, se eliminó a vacío el disolvente y los extractos secos se conservaron 

a -20°C para su posterior utilización. 

 Posteriormente, en el Laboratorio de Farmacología de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile, se prepararon varias soluciones stock de 

los diferentes extractos utilizando como solvente dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-

Aldrich) a una concentración de 100 µg/µL. Éstas fueron almacenadas a -20°C. 
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4.3 Evaluación de susceptibilidad 

 Para determinar la susceptibilidad de C. albicans frente a los extractos, se 

realizaron dos ensayos de difusión: por disco (disk difusión assay) y por pocillo de agar 

(agar well diffusion assay). 

 

4.3.1 Ensayo de difusión por disco 

 Estos ensayos se hicieron esencialmente de acuerdo con el protocolo del 

Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, ex NCCLS) (Sheehan et al., 

2004), con mínimas modificaciones. 

 A partir del preinóculo se ajustó la suspensión celular a 0,5 McFarland en medio 

RPMI-1640 a través de un estándar de turbidez obteniendo así la solución de trabajo 

para este ensayo. Se realizó una siembra “en césped” con dicha suspensión en placas 

de agar Sabouraud cloranfenicol. Posteriormente se colocaron discos (Oxoid, Thermo 

ScientificTM) que contenían diferentes cantidades de extracto (20, 50, 100, 300 y 600 

µg) más dos controles, el primero de fluconazol (25 µg) y el segundo con DMSO 

correspondiente al vehículo (volumen correspondiente a la cantidad de extracto 

colocada en los otros discos). 

 Las placas fueron incubadas a 37°C y se midió el diámetro de los halos de 

inhibición (cuando estaban presentes) a 24 y 48 horas. Se determinó la susceptibilidad 

o resistencia respecto a los intervalos proporcionados por el CLSI. 

 

4.3.2 Ensayo de difusión por pocillo de agar 

 Se realizaron de acuerdo con el protocolo empleado por Miller et al. (2002), 

con mínimas modificaciones. 

 A partir del preinóculo se ajustó la suspensión celular a 0,5 McFarland a través 

de un estándar de turbidez obteniendo así la solución de trabajo para este ensayo. Se 

realizó una siembra “en césped” con dicha suspensión en placas de agar Sabouraud 
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cloranfenicol. Posteriormente, con la ayuda del extremo superior de puntas estériles 

de 1000 µL, se realzaron cortes circunferenciales y equidistantes en el agar hasta 

llegar al fondo de la placa (reemplazando la punta entre cada uno); luego con la ayuda 

de un asa se removió el agar recortado dejando conformados los pocillos. Después, 

se colocó un disco de fluconazol (25 µg) como control y se llenaron los pocillos con 

diferentes cantidades de extracto (2,5 y 5 mg) además de un pocillo con DMSO en 

volumen correspondiente a la cantidad de extracto colocada en los otros pocillos. Las 

placas se dejaron reposar cerradas durante una hora a temperatura ambiente para 

lograr mayor difusión de las muestras.  

 Finalmente, las placas fueron incubadas a 37°C y se midió el diámetro de los 

halos de inhibición (cuando estaban presentes) a 24 y 48 horas. Se determinó la 

susceptibilidad o resistencia respecto a los intervalos proporcionados por el CLSI. 

 

 

4.4 Determinación de la actividad antifúngica 

 La actividad antifúngica de los extractos sobre C. albicans, fue evaluada a 

través de ensayos de microdilución y de viabilidad celular. 

 

4.4.1 Ensayo de microdilución 

 Este ensayo, para cuantificar la Concentración Inhibitoria 50 (IC50) del extracto 

en la proliferación celular de C. albicans se realizó siguiendo las referencias 

proporcionadas por el CLSI para estas pruebas (Pfaller et al., 2002).  

 En una placa de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Falcon®), se 

colocaron en cada uno, 100µL de una suspensión estandarizada de levaduras (1x106 

UFC/mL). Se les añadió, en triplicado, diferentes concentraciones de extracto (0,03; 

0,06; 0,125; 0,5; 1 y 2 µg/µL), y se completó con medio de cultivo (RPMI-1640) hasta 

alcanzar los 200µL del pocillo. Además, se consideraron pocillos controles con las 

células en ausencia de extracto, en presencia de vehículo (DMSO) y pocillos “en 

blanco” que contenían medio de cultivo y extracto a diferentes concentraciones (esto 
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último con la finalidad de evitar que el mismo color que presentan los extractos de 

manera intrínseca interfiera con la posterior lectura). Las placas se incubaron por 24 

horas a 37°C.  

 Posteriormente se midió la densidad óptica (DO) en un lector de placas Infinite 

F50 (Tecan®) a =450 nm con previa agitación (4,4mm / 7,8 Hz) por 5 segundos. Los 

resultados fueron expresados como porcentaje de DO respecto al control. Empleando 

el software Grandpad prism v6.0 se construyó la curva correspondiente y se determinó 

-en los casos posibles- la concentración inhibitoria cincuenta (IC50), definida como la 

concentración capaz de inhibir en un 50% el crecimiento de C. albicans. 

 

4.4.2 Ensayo de viabilidad celular 

 Para el ensayo de viabilidad se empleó un método colorimétrico con bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Thermo Fisher Scientific) (H. 

C. Yang et al., 1998). 

 En una microplaca de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Falcon®), se 

colocaron en cada uno, 100µL de una suspensión estandarizada de levaduras (1x106 

UFC/mL). Se les añadió, en triplicado, diferentes concentraciones de extracto (0,03; 

0,06; 0,125; 0,5; 1 y 2 µg/µL), y se completó con medio de cultivo (RPMI-1640) hasta 

alcanzar los 200µL del pocillo. Además, se consideraron pocillos controles con las 

células en ausencia de extracto, en presencia de vehículo (DMSO) y pocillos “en 

blanco” que sólo contenían medio de cultivo. Las placas se incubaron por 24 horas a 

37°C. 

 Concluido el periodo de incubación, las placas fueron centrifugadas (centrífuga 

HERMLE Z 326 K) por 5 min a 3000 rpm y 25°C para desplazar todas las células al 

fondo de los pocillos. Posteriormente se retiró el medio sobrenadante quedando 

solamente las células en los pocillos. Se añadió a cada pocillo 100 µL de MTT (0,5 

mg/mL) y se incubó por 2 horas a 37°C en ausencia de luz. Terminado este periodo, 

se centrifugaron nuevamente las placas por 5 min a 3000 rpm y 25°C y se eliminó el 

sobrenadante. Luego se añadió a cada pocillo 40 µL de DMSO y se incubó 

nuevamente por 15 minutos a 37°C y 150 rpm en ausencia de luz. 
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Finalmente se midió la DO en un lector de placas Infinite F50 (Tecan®) a =570 nm 

con previa agitación (4,4mm / 7,8 Hz) por 5 segundos. Los resultados fueron 

expresados como porcentaje de viabilidad celular respecto al control. Empleando el 

software Grandpad prism v6.0 se construyó la curva correspondiente. 

 

 

4.5 Ensayo de morfogénesis 

 Para evaluar el efecto del extracto sobre la morfogénesis de C. albicans, se 

utilizó el método empleado por Müller-Sepúlveda et al. (2020). 

 Para este ensayo, la dilución para obtener la suspensión de trabajo se realizó 

con medio suplementado con suero fetal bovino (RPMI+FBS 10%) con el fin de 

favorecer la filamentación. Se prepararon suficientes tubos de microcentrífuga con 

100µL de células, y se les añadieron, en triplicado, concentraciones del extracto 

correspondientes a 0,5; 1 y 2 µg/µL, complementando con RPMI+FBS 10% hasta 

alcanzar los 200µL. Además, se añadieron tubos correspondientes al control en 

ausencia del extracto y en presencia del vehículo (DMSO). Se incubaron por 5 horas 

a 37°C empleando agitación (150 rpm) para prevenir la formación de biopelícula. 

 Finalizada la incubación se tomaron muestras de cada tubo -previamente 

agitado para homogenizar- y se llevaron en una cámara de Neubauer -empleando el 

azul de tripán (1:1) como contraste- al microscopio óptico (10x). Se contaron 200 

células y se clasificaron como filamentosas y no filamentosas; finalmente se calcularon 

los porcentajes correspondientes. 

 

 

4.6 Ensayo de adhesión 

 Este ensayo se realizó empleando un método colorimétrico con cristal violeta 

(Gulati et al., 2018). 
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 En este ensayo, la dilución para obtener la suspensión de trabajo se realizó con 

medio suplementado con suero fetal bovino (RPMI+FBS 10%). Se dispuso una 

microplaca de 96 pocillos de fondo plano (Falcon®) con 100µL de células en cada uno. 

Se les añadió, en triplicado, las concentraciones de extracto correspondientes a 0,5; 1 

y 2 µg/µL y se completó con RPMI+FBS 10% hasta alcanzar los 200µL. Además, se 

consideraron pocillos controles con las células en ausencia de extracto, en presencia 

de vehículo (DMSO) y pocillos “en blanco” que sólo contuvieron medio de cultivo. 

(RPMI+FBS 10%). 

 Las placas fueron incubadas por 4 horas a 37°C sin agitación. 

 Al cabo de este periodo, se extrajo el sobrenadante dejando solamente las 

células adheridas al fondo de la placa y se lavó tres veces con solución de tampón 

fosfato salino (PBS). Se añadieron 135 µL de solución de cristal violeta 0,1% 

(Amresco®) y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la tinción 

de las células adheridas. Posteriormente, se lavó cuidadosamente con PBS hasta 

eliminar todos los excesos de cristal violeta, dejando solamente las células teñidas 

(que quedaron adheridas al fondo de los pocillos). Se agregaron 200 µL de solución 

de ácido acético 10% y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente para liberar 

el colorante de cristal violeta presente en las células. Finalmente se trasladó el 

sobrenadante coloreado a una nueva placa y se midió la absorbancia a ʎ=590nm en 

un lector de placas Infinite F50 (Tecan®). Los resultados fueron expresados como 

porcentaje de adhesión respecto al control. 

 

 

4.7 Análisis estadístico 

 Los experimentos fueron realizados al menos tres veces (n=3), en triplicado, y 

de forma independiente; los ensayos de adhesión al presentar comúnmente mayor 

variabilidad se realizaron cuatro veces (n=4). Los valores fueron expresados como 

promedio y desviación estándar respecto al control. Los datos fueron analizados a 

través del software GraphPad Prism (versión 6.0 para Windows). 
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 Para determinar si las variaciones en los resultados entre los diferentes grupos 

fueron estadísticamente significativas se realizó un análisis de ANOVA de una vía. Se 

consideraron como estadísticamente significativas las diferencias que tuviesen un 

valor de p<0,05. 
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V 

RESULTADOS 

 

5.1 Actividad antifúngica de los extractos sobre C. albicans 

5.1.1 Efecto de los extractos en la susceptibilidad de C. albicans 

 Para determinar de forma simple, rápida y costo-efectiva la susceptibilidad 

antifúngica de C. albicans frente a los diversos extractos se realizaron los ensayos 

de difusión por disco y por pocillo de agar. 

 En el ensayo de difusión por disco, transcurridas las 24 y 48 horas, ninguno 

de los extractos (a ninguna de las cantidades evaluadas), ni tampoco el vehículo de 

DMSO fueron capaces de formar una zona de inhibición en las placas (Fig. 9). 

Solamente fluconazol (FCA) fue capaz de formar un halo de inhibición promediando 

11,7±1.5 y 9,3±1,2 mm en 24 y 48 horas respectivamente. La disminución del 

diámetro de FCA entre ambos periodos fue estadísticamente significativa (p<0,05).  

 

 

Figura 9. Ensayo de difusión por disco. Imágenes representativas para los extractos (600µg) sobre 

ATCC-10231 posterior a las 24 horas de incubación. (A) FCA 25µg (control); (B) DMSO 12µL 

(vehículo); (C) A. lanceolata; (D) L. ferrugínea; (E) F. magellanica; (F) N. nítida; (G) N. betuloides y (H) 

R. spinosus.  
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Estos resultados se encuentran resumidos en la Tabla 1. 

Tabla 1. Difusión por disco. Cuantificación del diámetro de las zonas de inhibición (mm) 

Disco Cantidad 24 horas ± DS 48 horas ± DS 

FCA (control +) 25 µg 11,7 ± 1.5  9,3 ±1.2 

DMSO (control -) 4-12 µL nd nd 

A. lanceolata 20 - 600 µg nd nd 

F.magellanica 20 - 600 µg nd nd 

L.ferruginea 20 - 600 µg nd nd 

N.betuloides 20 - 600 µg nd nd 

N.nitida 20 - 600 µg nd nd 

R. spinosus 20 - 600 µg nd nd 

 

Tabla 1. Difusión por disco, cuantificación del diámetro de las zonas de inhibición. Los valores 

corresponden a la media aritmética (n=3) del diámetro de las zonas de inhibición de los extractos de 

las especies probadas. DS=desviación estándar. nd=no detectado. 

 

 Para descartar que la ausencia de efecto se debiese una baja difusión desde 

el disco al agar, se evaluó además el efecto antifúngico con el método de difusión 

por pocillo de agar. En este ensayo, la actividad antifúngica de los extractos se 

presentó de la siguiente manera. Aplicando 2,5 mg de extracto, ninguno de éstos 

fue capaz de producir una zona de inhibición en las placas. A la cantidad de 5 mg, 

los extractos obtenidos de A. lanceolata, N. nítida y R. spinosus no presentaron 

halos inhibitorios ni en 24 ni en 48 horas desde el tiempo inicial de incubación. Por 

otro lado, se produjeron zonas de inhibición de crecimiento celular a las 24 horas 

para los extractos obtenidos de F. magellanica, L. ferrugínea y N. betuloides, las 

cuales desaparecieron transcurridas 48 horas. El control de fluconazol promedió un 

halo de 10,7±2,1 y 8,7±1 mm a las 24 y 48 horas respectivamente. DMSO promedió 

12,3±0,6 a las 24 horas y su zona de inhibición desapareció transcurridas 48 horas. 

(Fig. 10). 
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Figura 10. Ensayo de difusión por pocillo de agar. Imágenes representativas para los extractos 

(5 mg) sobre ATCC-10231 posterior a las 24 horas de incubación. (A) FCA 25µg (control); (B) DMSO 

100µL (vehículo); (C) N. betuloides; (D) F. magellanica; (E) L. ferruginea; (F) A. lanceolata; (G) N. nitida 

y (H) R. spinosus. 

 

 La diferencia de los halos producidos por el extracto de L. ferrugiena (5 mg) 

a las 24 horas fue estadísticamente significativa en comparación al halo de FCA en 

ese periodo (p<0,05), sin embargo, no fue estadísticamente significativa respecto al 

halo obtenido por el vehículo de DMSO en el mismo periodo (p>0,05). Las 

diferencias de los diámetros de las zonas de inhibición para los extractos de F. 

magellanica y N. betuloides no fueron estadísticamente significativas en 

comparación con los diámetros obtenidos para FCA y DMSO en el periodo de 24 

horas (p>0,05). 

 Los resultados del ensayo de difusión por pocillo de agar se encuentran 

detallados en la tabla 2. 
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Tabla 2. Difusión por pocillo de agar. Cuantificación del diámetro de las 

zonas de inhibición (mm) 

Disco Cantidad 24 horas ± DS 48 horas ± DS 

FCA (control +) 25 µg 10,7 ± 2,1  8,7 ± 1 

DMSO (control -) 100 µL 12,3 ± 0,6 nd 

A. lanceolata 2,5-5 mg nd nd 

F.magellanica 2,5-5 mg 11,3 ± 0,58(ns) nd 

L.ferruginea 2,5-5 mg 12,7 ± 1,2(ns) nd 

N.betuloides 2,5-5 mg 11 ± 1(ns) nd 

N.nitida 2,5-5 mg nd nd 

R. spinosus 2,5-5 mg nd nd 

Tabla 2. Difusión por pocillo de agar. Cuantificación del diámetro de las zonas de inhibición. 

Los valores corresponden a la media aritmética (n=3) del diámetro de las zonas de inhibición de los 

extractos de las especies probadas. DS=desviación estándar. nd=no detectado. ns=diferencia no 

significativa respecto al control que contenía sólo vehículo (DMSO) (ANOVA de una vía). 

 

5.1.2 Efecto de los extractos sobre la proliferación celular de C. albicans 

 Para evaluar y cuantificar la proliferación celular de C. albicans en presencia 

de los diferentes extractos, se realizó un ensayo de microdilución con diferentes 

diluciones seriadas de cada extracto ([C] máxima 2 µg/µL) y luego de la incubación 

se determinó el porcentaje de proliferación celular midiendo la densidad óptica (DO) 

correspondiente para obtener la IC50. 

 Todos los extractos presentaron valores negativos de DO a la concentración 

más alta (2 µg/µL), F. magellanica y L. ferrugínea presentaron, además, valores 

negativos para las concentraciones de 0,5 y 1 µg/µL, y 2 µg/µL respectivamente. En 

la figura 11, se muestran las diferentes curvas correspondientes a cada extracto, 

estas grafican las variaciones de DO en función de la concentración de éstos 

omitiendo aquellas concentraciones que resultaron en valores negativos. Se 

observó una disminución de la DO respecto al control en los extractos obtenidos de 

F. magellanica (IC50~1,34 µg/µL) (Fig. 11B); N. betuloides (IC50~0,5 µg/µL) (Fig. 11D); 

y N. nítida (IC50~0,42 µg/µL) (Fig. 11E). El extracto de A. lanceolata (Fig. 11A) no 
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presentó claras diferencias de DO respecto al control en las diferentes 

concentraciones probadas. Los extractos L. ferrugínea (Fig. 11C) y R. spinosus (Fig. 

11F) presentaron un incremento de la DO en las concentraciones de 0,5 y 1 µg/µL 

respectivamente. Las diferencias de los porcentajes de DO entre los grupos DMSO 

(2%) y control no fueron estadísticamente significativas para ningún extracto (p>0,05). 

 

5.1.3 Efecto de los extractos sobre la viabilidad celular de C. albicans 

 La evaluación de la viabilidad celular de C. albicans, frente a los diferentes 

extractos se realizó mediante un ensayo de MTT con diferentes diluciones seriadas 

de cada extracto (0,125 - 2 µg/µL). La viabilidad fue determinada posterior a un 

periodo de 24 horas de incubación.  

 De todos los extractos probados, solamente el de A. lanceolata logró 

disminuir el porcentaje de células viables de C. albicans respecto al control, con un 

valor de IC50=0,68 µg/µL (Fig. 12A). Por el contrario, los extractos obtenidos de F. 

magellanica; L. ferrugínea y N. nítida, incrementaron de manera concentración 

dependiente el porcentaje de viabilidad celular de C. albicans (Fig. 12B, C y E). Los 

extractos de N. betuloides y R. spinosus no afectaron la viabilidad celular de C. 

albicans (Fig. 12D y F). Las diferencias de los porcentajes de viabilidad celular entre 

los grupos DMSO (2%) y control no fueron estadísticamente significativas para ningún 

extracto (p>0,05). 
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Figura 11. Ensayo de microdilución. Las curvas muestran el porcentaje ± DS de la proliferación 

celular medida (λ=450 nm) respecto al control en función del logaritmo de la concentración de 

extracto. R2 corresponde al coeficiente de determinación. 
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Figura 12. Ensayo de viabilidad celular. Las curvas muestran el porcentaje ± DS de células 

viables respecto al control en función del logaritmo de la concentración de extracto. R2 

corresponde al coeficiente de determinación. 
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5.2 Actividad anti-virulencia de los extractos sobre C. albicans 

 La capacidad de adhesión y morfogénesis, son dos procesos relacionados 

con la virulencia de C. albicans. Por esta razón, para constatar la actividad anti-

virulencia de los extractos se evaluó su capacidad para inhibir tanto la adhesión 

como la filamentación de las levaduras sobre C. albicans. Se realizaron dos pruebas 

para evaluar el efecto de éstos en la morfogénesis y en la adhesión 

respectivamente. 

 

5.2.1 Inhibición de la morfogénesis  

 Uno de los principales procesos celulares de C. albicans asociados a una 

mayor virulencia por parte de esta especie es la capacidad de cambiar 

morfológicamente desde células levaduriformes hacia células filamentosas (hifas y 

pseudohifas). 

 Para constatar el efecto de los extractos sobre el proceso de morfogénesis, 

se incubaron las células en condiciones que favoreciesen la morfogénesis en 

presencia y ausencia de los extractos, posteriormente se cuantificaron los 

porcentajes de células filamentosas y no filamentosas, y se compararon con los 

controles. 

 De manera general se observó que los extractos de obtenidos de A. 

lanceolata; F. magellanica; L. ferrugínea y N. nítida fueron capaces de inhibir el 

proceso de morfogénesis respecto al control a la concentración máxima empleada 

(p<0,05) (Fig. 13). Por otra parte, los extractos de N. betuloides y R. spinosus 

mostraron una aparente disminución de la morfogénesis, pero se constata una mayor 

presencia de células filamentosas en comparación al resto de los extractos (Fig. 13F 

y 13H). 
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Figura 13. Ensayo de morfogénesis, microscopía óptica. Imágenes al 40X muestran de forma 

representativa la cantidad de células filamentosas (hifas y pseudohifas) de la cepa ATCC-10231 

después de 5 horas de incubación en presencia (C-H) y ausencia de extractos (A-B) a la 

concentración máxima empleada (2 µg/ µL). Las barras verticales de color blanco corresponden a 

las divisiones propias de la cámara de Neubauer. 

 

 En la figura 14 se muestra la cuantificación de los resultados de este ensayo 

para cada extracto junto a su respectivo análisis estadístico. Como se puede 

observar los extractos obtenidos de A. lanceolata (14A); F. magellanica (14B) y N. 

nítida (14E) disminuyeron el porcentaje de células filamentosas de manera 

estadísticamente significativa a las concentraciones de 1 y 2 µg/µL (p<0,05). El 

extracto de L. ferrugínea (14C) sólo presentó una inhibición estadísticamente 

significativa de la morfogénesis a la concentración de 2 µg/µL (p<0,05). Los extractos 

correspondientes a N. betuloides (14D) y R. spinosus (14F) no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo de tratamiento y el control (p>0,05).  
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Figura 14. Ensayo de morfogénesis, cuantificación de porcentajes. Las barras representan el 

promedio ± DS del porcentaje de células filamentosas de C. albicans respecto al control después de 

5 horas de incubación con cada extracto. DMSO corresponde al vehículo empelado en los extractos 

y se muestra su control correspondiente. *p<0,05; **p<0,01, en comparación con el control. 

ns=diferencia no significativa. ANOVA de una vía. 
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5.2.2 Inhibición de la adhesión en superficies abióticas 

 Otro proceso que se ha asociado con fenotipos más virulentos de C. albicans, 

es su adhesión celular a diferentes superficies, capacidad que corresponde además 

a la primera etapa para la formación de una biopelícula.  En este estudio se evaluó 

la actividad de los diferentes extractos sobre el proceso de adhesión de C. albicans 

en superficies abióticas (placas de poliestireno). 

 Transcurrido el periodo de incubación de cuatro horas, se observó que el 

extracto de A. lanceolata (Fig. 15A) fue capaz de disminuir el porcentaje de adhesión 

celular en las placas respecto al control de manera estadísticamente significativa en 

las concentraciones de 1 y 2 µg/µL (p<0,05); no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre dichas concentraciones (p>0,05). Los 

extractos obtenidos de F. magellanica (15B), L. ferrugiena (15C) y N. nítida (15E), 

sólo disminuyeron la adhesión de manera estadísticamente significativa a la 

concentración más alta (2 µg/µL) (p<0,05). Por el contrario, los extractos de N. 

betuloides (15D) y R. spinosus (15F) generaron un incremento del porcentaje de 

adhesión celular respecto al control a partir de la concentración más baja (0,5 µg/µL) 

(p<0,05); mientras que no se detectaron diferencias estadísticamente significativas 

entre las diferentes concentraciones probadas de esos extractos (p>0,05). La 

presencia del vehículo de DMSO en los diferentes extractos no influyó en el proceso 

de adhesión respecto al control (p>0,05). 
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Figura 15. Ensayo de adhesión. Las barras representan el promedio ± DS del porcentaje de 

adhesión celular de C. albicans sobre superficies abióticas de poliestireno respecto al control, 

posterior a 4 horas de incubación con cada extracto. DMSO corresponde al vehículo empelado en 

los extractos y se muestra su control correspondiente. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001. ns=diferencia 

no significativa. ANOVA de una vía.  
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VI 

DISCUSIÓN 

 

 En los últimos años ha aumentado el interés por los compuestos naturales y 

sus potenciales aplicaciones terapéuticas, de manera que, diferentes compuestos 

de una gran variedad de especies -principalmente de origen vegetal- están siendo 

actualmente investigados. El objetivo de este trabajo fue evaluar los extractos 

obtenidos de A. lanceolata; F. magellanica; L. ferruginea; N. betuloides; N. nitida y 

R. spinosus, en cuanto a su actividad antifúngica y anti-virulencia (morfogénesis y 

adhesión) sobre C. albicans.  

 En este estudio, se evaluó la actividad antifúngica de los extractos mediante 

cuatro ensayos: difusión por disco, difusión por pocillo de agar, microdilución y 

viabilidad celular. 

 En el ensayo de difusión por disco, considerando que los extractos no 

provocaron una zona de inhibición se define que: a las cantidades probadas, la cepa 

de C. albicans evaluada (ATCC-10231) no presentó susceptibilidad frente a los 

extractos. Además, como el diámetro alcanzado por FCA fue menor al estándar 

provisto por el CLSI (14 mm) (Sheehan et al., 2004) se confirma que la cepa 

empleada es resistente a fluconazol.  

 Pese a estos resultados, se deseó probar con concentraciones mayores de 

extracto. Dado que los discos empleados con los extractos tienen un límite de 

volumen aplicable (~15µL) se probó el método de difusión por pocillo de agar, que 

permite probar con cantidades mayores (~100µL). Además, algunos autores como 

Liu & Kwasniewska, (1981) y Devillers et al. (1989) han planteado que los métodos 

de difusión en agar son más efectivos cuando se aplican los compuestos 

directamente sobre el mismo agar.  En este ensayo de difusión por pocillo de agar, 

los pocillos de tres extractos (F. magellanica, L. ferruginea y N. betuloides) 

presentaron zonas de inhibición del crecimiento celular a las 24 horas de incubación. 

Sin embargo, al comparar los diámetros de estas áreas con el obtenido por el control 

de DMSO (vehículo) y constatar que no existen diferencias estadísticamente 

significativas entre ellos, no se puede afirmar si estos halos son producto de una 



52 
 

actividad antifúngica de los extractos o de la acción del mismo vehículo; por lo tanto, 

se define que junto con los otros extractos no presentan actividad antifúngica a las 

cantidades probadas mediante este método.  

 Estos ensayos de difusión en agar han sido empleados comúnmente para 

evaluar la actividad antimicrobiana de diferentes compuestos naturales; pese a ello, 

las especies de este estudio no han sido probadas (al menos contra C. albicans). 

Algunos autores como Okigbo & Igwe (2007) han empleado estos ensayos de 

difusión y han podido constatar la actividad antifúngica de extractos secos de otras 

especies vegetales sobre C. albicans, sin embargo, emplearon cantidades de 

extracto hasta diez veces mayores que las probadas en este trabajo. Por su parte 

Vega, K. (2018) probó extractos secos de R. spinosus (10-40µg) en bacterias 

(Escherichia coli y Staphylococcus aureus) sin constatar actividad microbiana.  

 En lo que respecta a los ensayos de microdilución, los resultados (a 

excepción de N. nitida) se caracterizaron por presentar una alta variabilidad 

(R2<0,7). Estas diferencias pueden ser explicadas en gran medida por las mismas 

coloraciones que presentaban los extractos de manera intrínseca. Al momento de 

realizar los ensayos, se constató que en las concentraciones más altas la cantidad 

de coloración en los pocillos era mayor (Fig. 16).  

 Esta particularidad, sin duda, fue una de las principales limitaciones de este 

método. Por un lado, al necesitar preparar pocillos “blanco” (con extracto y libres de 

células) para cada concentración de extracto con el fin de restar su absorbancia de 

los pocillos tratados; de manera que, al presentar un blanco diferente en cada 

concentración, podría aumentar la variabilidad respecto a un método con un mismo 

valor de blanco para todas las concentraciones.  

 La segunda razón por la que la coloración intrínseca de los extractos limitó 

este método, es que en la concentración mayor (2 µg/µL), al momento de sustraer 

en los pocillos tratados la absorbancia obtenida del blanco, se obtuvieron -para 

todos los extractos-, valores negativos (F. magellanica y L. ferruginea presentaron, 

además, valores negativos para las concentraciones de 0,5 y 1 µg/µL, y 1 µg/µL 

respectivamente). Éstos se pueden explicar por la dificultad del lector de discriminar 

entre las densidades ópticas de las células y de las altas concentraciones de 
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extracto (razón por la cual se decidió no considerar estas concentraciones al 

momento de construir las curvas).  

 Teniendo en consideración lo descrito anteriormente, y a pesar de que para 

F. magellanica, N. betuloides y N. nitida se pudo determinar un IC50 aproximado, no 

se puede afirmar que esta disminución de la densidad óptica observada se deba a 

la acción de los extractos puesto a que puede producirse un falso negativo producto 

por la coloración misma de los extractos.   

 En cuanto a la evidencia disponible existe una gran variedad de publicaciones 

de este tipo de ensayos con extractos secos sobre C. albicans, y la inmensa 

diversidad de especies y métodos para la obtención de extractos dificulta la 

comparación entre ellas. Sin embargo, para este trabajo en que se usaron extractos 

obtenidos con metanol y etanol (Anexo 2); resulta interesante el estudio de 

Benabdesslem et al. (2020), en el cual se evaluó la actividad antifúngica de 

extractos de Salvia argentea obtenidos con diferentes solventes (metanol, etanol y 

agua) sobre C. albicans ATCC-10231; y no se detectaron diferencias entre la 

actividad antifúngica de los extractos en función del solvente empleado.  

 

Figura 16.. Imagen representativa de una preparación para un ensayo de microdilución con 

el extracto de F. magellanica. Se observan los grupos control (rojo), tratamiento con la 

concentración más alta probada (verde) y “blanco” específico para cada concentración (azul). 

Nótese la gran diferencia de color entre la concentración más alta de extracto y el control 
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 Para poder lidiar con la limitación que ejerce el color de los extractos sobre 

la DO, se optó por realizar un ensayo de viabilidad celular mediante MTT. Este 

método tiene una fase inicial muy similar al ensayo anterior (sin requerir pocillos 

“blanco” específicos para cada concentración); con la diferencia que antes de leer 

las placas se extrae el sobrenadante de cada pocillo, se aplica el MTT y se incuba 

por un nuevo periodo (2 horas). Durante este tiempo el MTT se reduce por acción 

de deshidrogenasas (si es que existe actividad metabólica en las células) formando 

cristales de formazán de color morado (H. C. Yang et al., 1998). De esta manera el 

color del extracto es eliminado junto con el sobrenadante (y con ello su influencia 

en la medición de la DO). Además, a diferencia del método anterior, este ensayo 

tiene como ventaja el permitir determinar si los extractos poseen actividad sobre la 

viabilidad de las células. 

 Mediante este ensayo, se observó que solamente el extracto obtenido de A. 

lanceolata, generó una disminución en la viabilidad celular de C. albicans, sin 

embargo, esta reducción no alcanzó el 50% respecto al control a las 

concentraciones probadas. Los extractos de F. magellanica, L. ferruginea, y N. 

nitida, mostraron un incremento de la viabilidad celular en función de la 

concentración. Por otro lado, los porcentajes de viabilidad celular en las curvas de 

N. betuloides y R. spinosus no mostraron alteraciones significativas respecto al 

control.  

 Se ha descrito que existe una interacción entre el MTT y los extractos 

naturales, los cuales producirían falsos positivos a altas concentraciones mostrando 

una sobrestimación de las células viables. Este efecto se explica por una capacidad 

reductora intrínseca que pueden presentar los mismos extractos naturales y se ha 

visto incrementado en aquellos con mayor capacidad antioxidante (mayor efecto 

reductor) (Akter et al., 2019). A pesar de que no se ha reportado esta interacción en 

estudios con C. albicans, sí se ha constatado que este efecto depende en gran 

medida del protocolo del ensayo empleado.  

 Al respecto, Bruggiser et al. (2002), probaron diferentes protocolos de 

aplicación de MTT para evaluar el efecto del kaempferol (compuesto presente en 

múltiples especies vegetales con gran actividad reductora) sobre la viabilidad de 
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células de cáncer de mama. Ellos observaron, en el primer grupo, que removiendo 

el medio de cultivo que contenía el kaempferol, y haciendo un lavado con medio de 

cultivo nuevo antes de la aplicación del MTT, disminuía la viabilidad celular de 

manera concentración dependiente; por el contrario, en el grupo en que se aplicaron 

kaempferol y MTT en conjunto se observó un incremento significativo del porcentaje 

de células viables respecto al control (p<0,05). Estos resultados sugieren que al 

remover el medio de cultivo antes de aplicar el MTT disminuirían los falsos positivos 

derivados de esta interacción. Puesto que en el presente estudio se removió el 

sobrenadante (que contenía los extractos) antes de la aplicación del MTT, es poco 

probable que el incremento del porcentaje de viabilidad celular observado en F. 

magellanica; L. ferruginea y N. nitida se deba a esta interacción. Sin embargo, sería 

interesante evaluar el efecto de los extractos mediante otros ensayos de viabilidad 

celular que no se basen en la actividad de deshidrogenasas para descartar que un 

potencial efecto reductor de los extractos influya en los resultados. 

 Teniendo en consideración los resultados del ensayo de microdilución con 

sus limitaciones antes descritas, y los del ensayo de viabilidad celular donde no 

existe la influencia del color de los extractos en las mediciones, se puede afirmar 

que la disminución de la DO observada en los extractos de F. magellanica, N. 

betuloides y N. nitida se debió principalmente a la dificultad del lector para la 

discriminar entre las densidades ópticas de las células y de las concentraciones de 

extracto. De manera que para determinar la actividad antifúngica de los extractos 

sobre C. albicans, se optó por considerar solamente los resultados del ensayo de 

viabilidad celular, los cuales indican que los extractos probados a excepción del de 

A. lanceolata, no presentan actividad antifúngica sobre C. albicans. 

 En lo que respecta a la actividad anti-virulencia de los extractos sobre C. 

albicans, esta fue estudiada mediante dos ensayos: uno evaluando la morfogénesis 

y otro la adhesión sobre superficies abióticas. Inicialmente se deseaba realizar estos 

ensayos probando los extractos a las concentraciones equivalentes a ½ IC50; IC50 y 

2x IC50. Sin embargo, dada las dificultades antes descritas para determinar los 

valores de IC50 se optó por definir una concentración máxima de 2 µg/µL, la cual 

está determinada por el máximo volumen de DMSO (vehículo) que puede contener 
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un volumen final de 200 µL para que éste no ejerza efecto citotóxico sobre C. 

albicans. 

 El proceso de morfogénesis es esencial para la patogénesis de C. albicans y 

la proliferación de sus biopelículas, se ha demostrado que cuando las células se 

encuentran en estado filamentoso aumenta la expresión de factores de virulencia 

como Als1 y Als3 (glicoproteínas que le permiten a C. albicans adherirse a 

superficies biológicas e inertes), la evasión de la respuesta inmune y la destrucción 

tisular por acción de proteinasas y fosfolipasas. (Nobile & Johnson, 2015).  

 En el ensayo de morfogénesis realizado, se observó que posterior a 5 horas 

de incubación, en todas las concentraciones probadas, los extractos obtenidos de 

A. lanceolata; F. magellanica y N. nitida fueron capaces de inhibir el proceso de 

morfogénesis de C. albicans en ~40, ~20 y ~40% respectivamente; como no se 

observaron diferencias significativas entre las diferentes concentraciones se sugiere 

que dicho efecto no depende de la concentración. El extracto de L. ferruginea sólo 

inhibió la morfogénesis de manera significativa (~15%) a la concentración de 2 

µg/µL. Por el contrario, los extractos de N. betuloides y R. spinosus no lograron 

inhibir de manera significativa el proceso de morfogénesis respecto al control.   

 Existen pocos estudios que evalúen el efecto de extractos de especies 

vegetales sobre la morfogénesis de C. albicans, y la diversidad de especies 

probadas y solventes empleados dificulta la comparación. Por ejemplo Silva-Rocha 

et al. (2015) evaluaron el efecto de un extracto cetónico de Eugenia uniflora sobre 

la morfogénesis de C. albicans, y obtuvieron resultados favorables empleando una 

concentración de 2 µg/µL. Se debe considerar que el ensayo de morfogénesis que 

se llevó a cabo está diseñado para evaluar la capacidad de un componente de 

inhibir la transición desde una forma levaduriforme a una filamentosa, de manera 

que, aunque se pudo comprobar que ciertos extractos inhiben la formación de hifas, 

no se puede afirmar que estos induzcan que las hifas “regresen” fenotípicamente a 

formas levaduriformes. Por su parte, Priya & Pandian (2020) evaluaron la actividad 

de la pimienta sobre la morfogénesis de C. albicans, y consideraron un ensayo para 

cada transición levadura-hifa y viceversa. Sería interesante evaluar el efecto de los 

extractos sobre la transición desde formas filamentosas a no filamentosas. 
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 Otro proceso relevante en la patogénesis de C. albicans es la adhesión a 

superficies, esta constituye la primera etapa en la formación de una biopelícula y le 

permite a las células colonizar y persistir en un nicho ecológico. Este proceso de 

adhesión es favorecido también por la presencia de células filamentosas y su 

respectiva expresión de adhesinas (Nobile & Johnson, 2015). 

 En este estudio se evaluó la capacidad de los diferentes extractos para inhibir 

la adhesión de C. albicans en superficies abióticas de poliestireno. Se observó una 

reducción de la adhesión celular a la concentración de 2 µg/µL, por parte de los 

extractos obtenidos de A. lanceolata (~40%), F. magellanica (~75%), L. ferruginea 

(~50%) y N. nitida (~40%). Por el contrario, se constató que en los extractos de N. 

betuloides y R. spinosus se produjo un incremento de la adhesión celular respecto 

al control; estos resultados son congruentes con el ensayo de morfogénesis en el 

cual estos mismos extractos no fueron capaces de inhibir la formación de hifas, de 

manera que es de esperarse que no disminuyeran tampoco la adhesión celular.  

 En el desarrollo de la candidiasis oral, el proceso de adhesión se produce 

principalmente a nivel de la mucosa oral y de la superficie de prótesis removibles. 

Al respecto, existen otros modelos experimentales más acotados a este contexto y 

que permiten evaluar la adhesión sobre dichas superficies.  Tal es el caso del 

modelo empleado por Tsutsumi-Arai et al. (2019), que fue realizado en superficies 

de polimetilmetacrilato (PMMA, empleado para la confección de prótesis dentales) 

inmersas en placas de 24 pocillos. O el método usado por Taweechaisupapong et 

al. (2005), para evaluar la adhesión de C. albicans sobre células epiteliales de la 

mucosa oral. En vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se podría 

esperar que el efecto en la adhesión de C.albicans por parte de los extractos sea 

similar sobre el PMMA, pero se desconoce totalmente la actividad que estos 

presentarían sobre la adhesión a superficies celulares. 

 Se ha definido clásicamente como factores de virulencia a aquellas proteínas 

codificadas por genes que participan en el desarrollo de la patogénesis de un 

agente, tales como las proteinasas (SAPs1-9) en el caso de C. albicans (Yang, Y., 

2003). En el marco de esta definición los conceptos “morfogénesis” y “adhesión” por 

sí mismos no se ajustan a ella. A pesar de ello, algunos autores han propuesto que 
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dicha definición debiese ser aplicable solamente para patógenos primarios (que 

tienen la capacidad por sí solos de producir enfermedad) puesto que en el caso de 

patógenos oportunistas -cómo C. albicans- la presencia por si sola de estas 

proteínas no basta para el desarrollo del cuadro infeccioso, sino que estos 

microorganismos requieren además de otros procesos que les permitan evadir la 

respuesta inmune y proliferar en el ambiente (Haynes, 2001; Y. L. Yang, 2003).  De 

manera casi contemporánea, Pla et al. (2001) enumeraron una serie de genes 

metabólicos que están relacionados de manera directa o indirecta con el 

crecimiento, desarrollo y patogénesis de C. albicans, como es el caso de RSR1 

vinculado con la morfogénesis y de los genes HWP1 e INT1 cuya expresión 

favorece los procesos de adhesión celular, ampliando así el concepto de factor de 

virulencia.  En el presente estudio no se evaluó el efecto de los extractos sobre la 

morfogénesis y adhesión de C. albicans a nivel genético y molecular, sin embargo, 

sí se puede afirmar que algunos de esos extractos ejercen una actividad anti-

virulencia sobre C. albicans al inhibir dichos procesos que favorecen su 

patogénesis. 

 Actualmente existen pocos agentes farmacológicos contra las infecciones 

fúngicas y múltiples mecanismos de resistencia contra ellos. En el caso de C. 

albicans, estos mecanismos -en su gran mayoría- se relacionan con la capacidad 

de esta especie de formar biopelículas, para la cual los procesos de morfogénesis 

y adhesión son esenciales (Mathé & van Dijck, 2013; Nobile & Johnson, 2015; Wall 

et al., 2019). Considerando esta realidad se puede ver que los resultados obtenidos 

de esta investigación son prometedores para el extracto obtenido de A. lanceolata, 

que mostró presentar actividad antifúngica y anti-virulencia sobre C. albicans. 

También lo son para los extractos de F. magellanica; L. ferruginea y N. nitida, que, 

a pesar de no presentar una clara actividad antifúngica, sí presentaron una actividad 

sobre los procesos de morfogénesis y adhesión vinculados con fenotipos más 

virulentos y resistentes de C. albicans, y por lo que sería interesante evaluar su 

actividad en combinación con agentes antifúngicos convencionales como nistatina 

o fluconazol. Por otro lado, sería conveniente realizar una caracterización de los 

extractos para conocer su composición química lo que favorecería la comprensión 

de su actividad y comportamiento contra microorganismos como C. albicans.  
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VII 

CONCLUSIONES 

 

 En conclusión, el extracto obtenido de A. lanceolata presenta un efecto 

inhibitorio sobre la viabilidad celular de cepas de C. albicans resistentes a 

fluconazol.  Los extractos de A. lanceolata; F. magellanica; L. ferruginea y N. nitida 

son unos efectivos agentes contra los procesos de morfogénesis y adhesión de C. 

albicans, que están asociados con fenotipos celulares más virulentos y son 

esenciales para la formación de biopelículas.  

 Con la finalidad de complementar los resultados aquí presentados se sugiere: 

realizar una caracterización para conocer la composición química de los extractos, 

evaluar la actividad de éstos sobre la viabilidad de C. albicans con pruebas que no 

se basen en procesos de óxido-reducción, y evaluar el efecto combinado de los 

extractos con antifúngicos convencionales. 
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Anexo 2. Detalle de la recolección de muestras vegetales y solventes 

empleados para la obtención de los extractos 

Especie Muestra Estación Sitio Solvente 

A. lanceolata 

Hojas Verano 2019 

Reserva 

Nacional Río 

Simpson 

Metanol 

F. magellanica Etanol 

L. ferruginea Etanol 

N. betuloides Etanol 

N. nitida Etanol 

R. spinosus Etanol 

 

 


