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RESUMEN

Introduccién: Las infecciones fingicas oportunistas han aumentado en las tltimas
décadas requiriéndose la busqueda de alternativas terapéuticas, considerando
ademds la aparicién de nuevas especies y el aumento de la resistencia a los antifun-
gicos. Objetivo: Este estudio describe plantas de la familia Verbenaceae con poten-
cial terapéutico frente a hongos levaduriformes. Metodologia: Se realizd una revi-
sidn sistemdtica de 2015 a 2020 empleando bases de datos, aplicando criterios de
inclusién y exclusion, explorando ademds perspectivas recientes a 2022. Resultados
y discusién: Se encontraron 5 géneros y 14 especies con potencial actividad anti-
fungica, resaltdndose el género Lippia el cual demostré mayor actividad. El aceite
esencial de hojas fue el producto natural més estudiado, principalmente activo frente
a Candida albicans y Cryptococcus neoformans; los andlisis fitoquimicos reportan
en su mayoria metabolitos tipo terpeno como carvacrol, timol, linanol y geraniol.
Para la determinacién de CIM, la técnica iz vitro de microdilucion en caldo fue la
mds reportada. Estudios recientes respaldan la importancia de especies, entre ellas
Lantana montevidensis (Spreng.) Briq., por su actividad moduladora de férmacos
antifungicos. Conclusién: Se encontraron cinco géneros con potencial actividad:
Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytarpheta y Verbena; siendo de interés las especies
Lippia berlandieri Schauer y Lippia graveolens Kunth por su alta actividad frente
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a C. albicans y C. neoformans. Se reconoce la importancia de especies de la familia
Verbenaceae para futuras investigaciones, que permitan desarrollar alternativas tera-

péuticas naturales contra infecciones causadas por hongos levaduriformes.

Palabras clave: Infecciones micéticas, plantas medicinales, agentes antifungicos,

extractos vegetales, aceites esenciales, Verbenaceae.

SUMMARY

Medicinal plants of the Verbenaceae family active against yeast
fungi: Systematic review and perspectives 2015-2022

Introduction: Opportunistic fungal infections have increased in recent decades,
requiring the search for therapeutic alternatives, also considering the appearance
of new species and the increase in resistance to antifungals. Objective: This study
describes plants of the Verbenaceae family with therapeutic potential against yeast
fungi. Methodology: A systematic review was carried from 2015 to 2020, using
different databases, applying inclusion and exclusion criteria, also exploring recent
perspectives to 2022. Results and discussion: 5 genera and 14 species with poten-
tial antifungal activity were found, highlighting the genus Lippia which showed
greater activity. The essential oil of the leaves was the most studied natural product,
mainly active against Candida albicans and Cryptococcus neoformans. Phytochemical
analysis report mostly terpene-type metabolites such as carvacrol, thymol, linanol,
and geraniol. For the determination of MIC, the i% vitro technique of microdilution
in broth was the most reported. Recent studies support the importance of species,
including Lantana montevidensis (Spreng.) Briq., for their modulating activity of
antifungal drugs. Conclusions: Five genera with potential activity were found:
Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytarpheta and Verbena; being of interest the species
Lippia berlandieri Schauer and Lippia graveolens Kunth for its high activity against
C. albicans and Cryptococcus neoformans. The importance of species of the Verbena-
ceae family for future research is recognized, which will allow the development of

natural therapeutic alternatives against infections caused by yeast-like fungi.

Keywords: Mycosis, medicinal plants, antifungal agents, plant extracts, essential oils,

Verbenaceae.
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REsuMmoO

Plantas medicinais da familia Verbenaceae ativadas frente a hongos
levaduriformes: Revisao sistemdtica e perspectivas 2015-2022

Introdugio: As infecgoes fingicas oportunistas aumentaram nas tltimas décadas,
exigindo a busca de alternativas terapéuticas, considerando também o aparecimento
de novas espécies e 0 aumento da resisténcia aos antifingicos. Objetivo: Este estudo
descreve plantas da familia Verbenaceae com potencial terapéutico frente a grandes
levaduriformes. Metodologia: Foi realizada uma revisao sistemdtica de 2015 22020,
empregando bases de dados, aplicando critérios de inclusdo e exclusio, explorando
outras perspectivas recentes para 2022. Resultados e discussdo: Encontrar 5 géneros
e 14 espécies com potencial atividade antifiingica, resaltando o género Lippia el cual
demostr6é mayor actividad. O éleo essencial de folhas de ché foi o produto natural
mais estudado, principalmente ativo contra Candida albicans e Cryptococcus neofor-
mans; a andlise fitoquimica relatada em seus principais metaboélitos, como terpeno,
como carvacrol, timol, linanol e geraniol. Para a determinagao do CIM, a técnica de
microdilui¢do in vitro em caldo foi mais relatada. Estudos recentes respaldaram a
importancia das espécies, entre elas Lantana montevidensis (Spreng.) Briq., por sua
atividade moduladora de medicamentos antifungicos. Conclusio: Foram encon-
trados cinco géneros com atividade potencial: Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytar-
pheta e Verbena; sendo de interesse as espécies Lippia berlandieri Schauer e Lippia
graveolens Kunth por sua alta atividade frente a C. albicans e C. neoformans. Se vocé
reconhecer a importincia das espécies da familia Verbenaceae para futuras inves-
tigacdes, permitird desenvolver alternativas terapéuticas naturais contra infecgoes

causadas por fungos levaduriformes.

Palavras-chave: Infecgdes micéticas, plantas medicinais, agentes antifiingicos, extratos

vegetais, 6leos essenciais, Verbenaceae.

INTRODUCCION

Las infecciones fungicas oportunistas han ido en incremento en las tltimas décadas;
dentro de los principales géneros se destacan Candida spp., Cryprococcus spp., Asper-
gillus spp. y Prneumocystis spp., para los cuales Schmiede ez al. reportan un estimado
de dos millones de personas infectadas por afio a nivel mundial [1]. Estas cifras se ven
favorecidas por el aumento de pacientes inmunocomprometidos, entre ellos pacientes
receptores de trasplantes, asi como aquellos que reciben inmunomoduladores o quie-
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nes tienen diagnéstico de VIH o céncer [2]. Més recientemente con el advenimiento
del SARS-CoV-2 datos publicados reportan la tendencia emergente de infeccion fin-
gica en pacientes con COVID-19, principalmente cuadros de aspergillosis pulmonar,
candidiasis sistémica y mucormicosis, que adicionalmente pueden aumentar la grave-

dad de la infeccidn viral y la mortalidad [3, 4].

La aparicién de resistencia a los antifungicos cobra mayor importancia con el tiempo
por el aumento en la prevalencia de cepas resistentes, su impacto en los costos de trata-
miento y muy alta mortalidad. Datos reportados por Zurita ¢f 4/l. en 2018, muestran a
nivel global una resistencia del 1,4 %, 16,7 % y 4,0 % para Candida albicans, Candida
glabratay Candida tropicalis respectivamente. Especificamente para América Latina, se
reportd una resistencia al fluconazol del 0,7 % para C. albicansy del 2,9 % para Candida
parapsilosis [5]. En Colombia, varian los datos de resistencia reportados; para el caso
de Bogota se ha encontrado un 30 % de resistencia al fluconazol, en los aislamientos
clinicos de Candida spp. [6]. De otro lado a nivel mundial aislamientos de Cryprococcus
sp. han reportado resistencia hasta del 50 % frente al tratamiento con antifingicos de
uso clinico, las mds altas en Sur Africa, Taiwan y Espana [7]. Adicionalmente el meta-
andlisis realizado por Bongomin ez /. en 2018, reporta una resistencia iz vitro prome-
dio al fluconazol para aislamientos clinicos de Cryprococcus neoformans del 18,7 % [8].

La aparicién de especies patégenas emergentes resistentes a los antifungicos ha tomado
relevancia en los tltimos afios; tal es el caso de Candida auris, que para el 2018 reportd
una mortalidad del 60 % con un incremento del 318 % en la incidencia, informdndose
ademads una alta tasa de resistencia a todos los antifiingicos convencionales [9].

Durante la pandemia, los hongos también cobraron importancia clinica. Estudios
informaron infeccién por C. albicans entre otras especies de Candida, en pacientes
hospitalizados con COVID-19 [10]; también se resalt6 la presencia de cepas multi-
firmaco-resistentes de C. auris en India generando una tasa de letalidad del 60 % de
la infeccién [11] asi como el reporte de C. glabrata resistente a equinocandinas [12].

En general el arsenal terapéutico disponible para el tratamiento de las micosis es limitado
y més atn el de las micosis oportunistas. El reducido niimero de grupos farmacotera-
péuticos, su toxicidad, su espectro de actividad y la apariciéon de cepas multifirmaco-
resistentes, ha promovido la investigacion para el desarrollo de otras alternativas, como
la combinacién de farmacos [13]. Si bien el uso de la terapia combinada puede ser efi-
caz, podria traducirse en un mayor reporte de efectos adversos y altos costos de trata-
miento, por lo que la busqueda de alternativas mas seguras y asequibles es necesaria,
especialmente para paises en via de desarrollo donde las comunidades ain acuden a la
medicina tradicional a base de plantas [14].
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Un estudio reciente orientado hacia la revision sistemdtica de la informacién cienti-
fica sobre plantas medicinales con actividad 7% vitro, eficaces frente a microorganismos
resistentes a antimicrobianos en Africa, entre 1980 a 2019, reporté un total de 138
especies pertenecientes a 50 familias siendo las principales Asteraceae, Fabaceae Lamia-
ceae, Moraceae y Myrtaceae. Dentro de los microorganismos se reportaron 52 especies
de bacterias y 27 especies de hongos, siendo C. albicas el hongo filamentoso mas estu-
diado [15]. Dentro de este estudio, para la familia Verbenaceae se reportd la evaluacion
antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de diferentes quimiotipos de Lippia java-
nica, demostrando una alta actividad frente a microorganismos patégenos implicados
en infecciones respiratorias, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus y C. neoformans,
dando asi soporte a su uso tradicional [16]. Por otro lado, en un estudio de revision
reciente sobre la investigacién de agentes antimicrobianos prometedores obtenidos de
plantas medicinales en Latinoamérica entre el 2000 al 2020, se encontré que Staphylo-
coccus aureus'y Candida spp. fueron los microorganismos con mayor numero de repor-
tes, mientras que entre las especies se destacaron Bidens pilosa (Asteraceae), Lippia
origanoides (Verbenacea), Piper regnellii (Piperaceac), Ziziphus joazeiro (Rhamnaceac),
Amphipterygium adstringensy Schinus terebinthifol, estas dos tltimas de la familia Ana-
cardiaceae. Entre otras especies, L. origanoides, se destacé dentro de los estudios repor-
tados en Colombia por su actividad antimicrobiana frente a bacterias y hongos. Dentro
de sus usos tradicionales medicinales se emplea para el tratamiento de resfriados, asma,
tos, infecciones pulmonares y diarrea, también como expectorante y antiséptico oral.
El aceite esencial de esta especie nativa de Centroamérica (México y Guatemala) y Sur-
américa (especialmente region amazénica de Guayana, Venezuela, Brasil y Colombia),
comunmente conocida como “oregano” presenta metabolitos secundarios distribuidos
en al menos tres quimiotipos, carvacrol (37-52%), timol (30-87%) y (E)-cariofileno
(9-16%)/p-cimeno (11-20%), responsables de su actividad tanto antibacteriana como
antifungica [17]. Estudios demostraron que el aceite esencial del quimiotipo timol
presentd una alta actividad frente a C. parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus y
Aspergillus fumigatus en ensayos de actividad antiftingica como valores de Concentra-
cién Inhibitoria Minima (CIM) de 157,5, 198,4, 125,0 y 31,0 ug/mL respectivamente
[18]. En otros estudios extractos medianamente polares (en hexano y diclorometano)
de L. origanoides demostraron potencial actividad antifingica frente a C. albicans en
técnicas de difusion en disco, atribuida a la presencia de metabolitos tipo esteroides,
glicésidos cardioténicos y carotenoides en estos extractos [19].

Estudios etnobotdnicos han permitido conocer el potencial terapéutico de recursos
vegetales, identificando diferentes especies pertenecientes a la familia Verbenaceae,
citadas por su uso tradicional atribuido especialmente a sus aceites esenciales [20]. Esta
familia encierra alrededor de 100 géneros y 2600 especies con una distribuciéon pan-
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tropical (Africa, Asia y América), muchas nativas de Suramérica, con una variedad de
biocompuestos que le brindan amplio uso en la farmacopea vegetal como antimicrobia-
nos, [20, 21]. Diferentes publicaciones han reportado su potencial en estudios i vitro
orientados ya sea hacia su actividad antibacteriana, [22-24], pero también antiftngica,
siendo de interés Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. [25], Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. ex Britton & P. Wilson [26], Lippia origanoides Kunth [27] y Lantana camara
L. [28], contemplando ademds para estas dos ultimas especies la evaluacién de extractos.

A partir del estudio etnobotinico realizado por Giraldo e 4. (2015) en mercados
populares de Bogotd (Colombia) [29], surge el interés en la busqueda y evaluacién de
plantas medicinales con potencial antimicrobiano resaltdindose los extractos etanélicos
de L. camara L.y Lippia dulcis T., ambas pertenecientes a la familia Verbenaceae, por
su actividad 77 vitro frente a las bacterias patdgenas S. aureus y Proteus vulgaris [30].

Considerando los antecedentes previamente descritos y los resultados e intereses del
grupo de investigacion, se propone hacer un estudio de revision enfocado en la bus-
queda sistematica, recopilacién y descripcién de estudios orientados a la evaluacion
de la actividad antifungica de especies de la familia Verbenaceae frente a hongos leva-
duriformes entre 2015 a 2020, el cual permitira seleccionar las plantas de la familia
Verbenaceae con potencial antifiingico describiéndolas desde la composicion de sus
metabolitos, la naturaleza de sus extractos o aceites y su bioactividad, resaltando ade-
més la importancia de la familia Verbenaceae en Suramérica. El estudio busca también
dar un acercamiento a las perspectivas de investigacién actuales sobre plantas de la
familia Verbenaceae, como precursores de productos naturales para el desarrollo de
alternativas terapéuticas con actividad antifingica a 2022.

METODOLOGIA

Segun el estudio reportado por Jaimes y Hoyos [31], se realizé una revision sistemdtica
estableciendo los siguientes criterios de bisqueda: Intervalo de busqueda entre los afios
2015 a 2020; bases de datos: Pubmed, ScienceDirect, Web of Science, Biblioteca Vir-
tual en Salud (BVS), Red de Revistas Cientificas de América Latinay el Caribe, Espana
y Portugal (Redalyc) y el motor de busqueda Google Académico; palabras clave: “acti-
vidad antifingica’, “plantas medicinales’, “hongos levaduriformes”, “extractos vegetales
o extractos de plantas” y “Verbenaceae”. La busqueda se hizo en idioma inglés mediante
ecuaciones de busqueda por tema de la siguiente manera (“Antifungal activity” AND
“Verbenaceae” AND “plant extract” OR “medicinal plants” AND “yeast”) o (Antifun-
gal activity, Verbenaceae, yeast, plant extract, medicinal plants). Se tuvieron en cuenta
tanto articulos de investigacién como articulos de revision.
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Como criterios de inclusién y exclusion, se tomé en consideracion que en el titulo o
resumen de cada articulo se mencionara algtin tipo de hongo levaduriforme patégeno
para humanos; que los géneros o especies de plantas medicinales mencionadas pertene-
cieran a la familia Verbenaceae; que el estudio estuviera enfocado en la evaluacién anti-
fungica de las plantas a nivel iz vitro y por tltimo que los articulos se encontraran entre
los més citados (para Web of Science, BVS y Redalyc) o entre los mds relevantes dentro
de la busqueda (para ScienceDirect, Pubmed y Google Académico). Se excluyeron los
documentos pertenecientes a trabajos de grado o tesis y estudios anteriores a 2015.

Los articulos seleccionados se clasificaron en una matriz (Microsoft Excel, versién
15-2013), asignando una hoja independiente a cada género de interés de la familia
Verbenaceae. La informacién se organizé segtin: Titulo del articulo, planta medicinal
(especie), afio de publicacién, revista, naturaleza de cada extracto o aceite evaluado,
composicién de sus metabolitos o compuestos fitoquimicos, el(los) microorganismo(s)
estudiado(s), bioactividad frente a las especies de levaduras evaluadas, resumen, base de
datos, numero de citaciones y el link o DOL

Las perspectivas actuales en investigacion se orientaron a partir de la bisqueda y selec-
cién de estudios relacionados con los 5 articulos mas citados en la presente revision sis-
temdtica, publicados entre 2021 2 2022 en las mismas bases de datos y que en su titulo o
resumen se mencionara al menos una especie de la familia Verbenaceae en relacién con
actividad antimicrobiana frente a hongos levaduriformes de interés en salud humana.

RESULTADOS Y DISCUSION

la ecuacién de busqueda “Antifungal activity” AND “Verbenaceae”™ AND “plant
extract” OR “medicinal plants” AND “yeast” arrojé en Web of Science 134 resultados,
en BVS 3 resultados, en Redalyc 2 resultados y en Google Académico 322 resultados.
La ecuacién de busqueda “Antifungal activity”, “Verbenaceae”, “yeast”, “plant extract’,
“medicinal plants” mostré en Science Direct 35 resultados y en Pubmed 76 resultados.
A partir de los resultados anteriores y después de aplicar los criterios de inclusién y
exclusion finalmente se obtuvo por cada base de datos: Science Direct 3, Pubmed 6,
Web of Science 2, BVS 2, Redalyc 2 y Google Académico 22, siendo en total 37 articu-
los, los cuales fueron tomados en cuenta para la revision.

Del total de estudios se encontraron 31 articulos de investigacién y 6 articulos de revi-
sién, para los siguientes anos, 2015: 7, 2016: 11, 2017: 4, 2018: 6, 2019: 8 y 2020:1,
siendo el 2016 el aio con mds estudios realizados; teniendo en cuenta las filiaciones
institucionales de los autores los articulos fueron publicados en los siguientes paises:
Brasil: 14, México: 5, Argentina: 2, Ecuador: 1, Colombia: 1, Guyana Francesa: 2,
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India: 1, Indonesia: 1, Malasia: 1, Pakistdn: 1, Irak: 1, Irin: 2, Etiopia: 1, Nigeria: 2,
Tanzania: 1, Tanez: 1. 25 estudios se publicaron en Suraméricay 12 estudios en paises

extranjeros (Africa y Asia).

Cuatro articulos se publicaron en el Journal of Essential Oil Research 'y 3 en Molecules,

los demas articulos se distribuyeron en 30 revistas diferentes. En la tabla 1 se muestran

los cinco articulos mas citados a partir de la revision.

Tabla 1. Articulos mas citados sobre plantas de la familia Verbenacea con potencial actividad anti-
fungica entre 2015 a 2020.

Titulo

Doi

Referencia

Revista

Base de
datos

# citas

Antimicrobial
properties of plant
essential oils against
human pathogens
and their mode of
action:

An updated review

hteps://doi.

org/10.1155/2016/3012462

Evidence-Based
Complementary
and Alternative
Medicine

Google

Académico

300

Phytosynthesis of
silver nanoparticles
using aqueous

leaf extracts of
Lippia citriodora:
Antimicrobial,
larvicidal and
photocatalytic
evaluations

https://doi.org/10.1016/j.

msec.2017.02.161

[33]

Materials
Science and
Engineering

ScienceDirect

52

The antibacterial
and antifungal
activity of essential
oils extracted

from Guatemalan
medicinal plants

hteps://doi.org/10.3109/13

880209.2014.932391

[34]

Pharmaceutical

biology

Biblioteca
Virtual en

Salud

38

Stachytarpheta
Jjamaicensis (L.)
Vahl: From
traditional usage
to pharmacological
evidence

hetps://doi.

org/10.1155/2016/7842340

[35]

Hindawi
Publishing

Corporation

Google
Académico

18

(Continiia)
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]
] 2 s g % @
= 8 3 & 23w
&~
Antimicrobial
activity of Mexican
oregano (Lippia
berlandieri), thyme
o https://doi.org/10.1016/j. Industrial Crops . . .
(Thymus vulgars), indcrop.2019.01.036 [3¢] and Products ScienceDirect | 16
and mustard
(Brassica nigra)
essential oils in
gaseous phase

Realizada la busqueda, recopilacién, organizacién y revisién de la informacién, se
encontraron cinco géneros (Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytarpheta'y Verbena) perte-
necientes a la familia Verbenaceae, resaltindose 14 especies que demostraron potencial
actividad antifungica con valores de CIM menores o iguales a 1000 pg/mL. Para selec-
cionar estas especies se tuvieron en cuenta los estudios de Sartoratto ez 4. quienes refie-
ren actividades “fuertes” (0,05-0,5 mg/mL) y “moderadas” (0,6-1,50 mg/mL) [37] y
de Almeida ez 4. [38] quienes establecen actividades “buenas” (<100 pug/mL) y “mode-
radas” (100-500 pg/mL) para productos naturales con actividad antifungica obtenidos
a partir de plantas medicinales. En la tabla 2 se resume la informacién para estas 14
especies, se muestra la especie y parte(s) de la planta estudiada, microorganismo(s),
aceite y/o extracto(s) evaluado(s), metabolitos mayoritarios detectados, método de
evaluacidn antiftingica iz vitro/bioactividad (CIM) y referencia.

Dentro de los géneros de la familia Verbenaceae con potencial antifungico se destacé el
género Lippia resaltindose el aceite esencial comercial de L. berlandieri que demostré
mediante el método de difusion en fase de vapor un valor de CIM de 0,25 pg/mL de
aire frente a C. albicansy C. neoformans siendo la més alta actividad inhibitoria repor-
tada. Segun los autores bajo este método se aprovecha la volatilidad de los aceites por
lo que en fase de vapor se obtienen mayores efectos antifungicos a menores dosis que
los obtenidos cuando los aceites se prueban en contacto directo con los hongos ya sea
en soluciones acuosas o en agares s6lidos. Por lo general es un método que se emplea
cuando el interés es evaluar la actividad antifungica frente a mohos, sin embargo, en
este estudio se evalud la actividad antibacteriana y antifungica (mohos y levaduras) de
aceites esenciales comerciales. En el aceite esencial de L. berlandieri se detectaron de
forma mayoritaria p-cimeno (35,54 %) y carvacrol (26,86%) [36]. También se destacd
el aceite esencial de hojas de L. graveolens, cuyo andlisis fitoquimico mediante croma-
tografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) detectd la presencia de
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timol (31,7%), cimeno (18,7%) y carvacrol (16,4%) [50]. El aceite esencial se evalué
frente a C. albicans mediante el método de dilucién en tubo obteniendo una CIM de
0,31 uL/mL [34]. Otras plantas de importancia pertenecientes al género Lippia con
valores de actividad inhibitoria menores a 100 pug/mL, evaluadas mediante el método
de microdilucién en caldo fueron: L. junelliana cuyo aceite esencial de partes aéreas
(hojas, flores ¢ tallos) demostré ser activo frente C. krusei'y C. parapsilosis (CIM 3,12
mg/L) [40], L. origanoides (aceite esencial de partes aéreas) activa frente a C. neofor-
mans con CIM 78 pug/mL [42] y el aceite esencial de hojas de L. sidoides activo contra
C. krusei (CIM 64 pg/mL) [43]; en otro estudio sobre esta tltima especie, se destacd
la evaluacién mediante microdilucién de su fraccidn hexdnica de hojas, demostrando
actividad antiftngica frente a Cryprococcus sp. (CIM 31,25 ug/mL) y Cryptococcus gattii
(CIM 62,5 pg/mL) [45].

Con respecto a extractos vegetales, se resalta el extracto acuoso en nanoparticulas de
platade L. citriodora el cual alcanzé un valor de CIM de 100 pg/mL frente a C. albicans
mediante difusién en disco [33]. Con actividades moderadas entre 0,6 2 1,50 mg/mL,
se resaltaron los extractos etandlico y en diclorometano de los tallos de L. vibrinoides
con CIM de 0,625 mg/mL y 0,313 mg/mL respectivamente frente a C. neoformans
[46]; los extractos etandlicos de hojas de L. adoensis var. adoensis y L. citriodora con
CIM de 512 pg/mL y 625 pg/mL respectivamente frente a C. albicans evaluados por
microdilucidn [47, 48] y el extracto metandlico de las partes aéreas de Verbena caro-
lina que demostré actividad frente a C. albicans con MIC de 0,7 mg/mL mediante
dilucién en agar. Técnicas de fraccionamiento por cromatografia en columna permi-
tieron aislar diferentes compuestos de interés a partir de este extracto resaltaindose
compuestos de tipo terpenoide y fendlicos, entre ellos verbenalina, hastatosido, ver-
bascosido, hispidulina-7-O-8-D-glucuronopiranosido y pectinolaringenina-7-O-a-D-
glucuronopiranosido [49].

Dentro de los métodos de microdilucidn se destacé también el estudio de dos Santos
et al. (2015), donde el aceite esencial de flores de L. camara mostré un % de inhibi-
cién del 95 % a una concentracién de 15,6 ug/mL, mientras que los controles positivos
(miconazol y nistatina) fueron menos activos a la misma concentracién alcanzando un
92 % y 91 % de inhibicién respectivamente. En el aceite fueron mayoritarios germa-
creno B, germacreno D, B-cariofileno y longicicleno [51].
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También se encontraron estudios orientados a la determinacién de zonas de inhibi-
cién mediante difusién en disco, resaltdndose el aceite esencial de las partes aéreas de
Aloysia triphylla obtenido de diferentes regiones geograficas de Tunez. Los aceites de la
region geografica de Kairouan reportaron didmetros de inhibicion frente a C. albicans
(8548,3 mm), C. parapsilosis (85+6,6 mm), C. glabrata (85+8,6 mm). Y los aceites de
la regién geogréfica Siliana, reportaron didmetros de inhibicion frente a C. albicans
(8548,0 mm), C. parapsilosis (85+8,5 mm) y C. glabrata (85+8,8 mm). Estas zonas de
inhibicién fueron més altas que las reportadas para el control de nistatina (25+2,68
mm). Los autores atribuyeron a la presencia de citral (geranial), la alta actividad demos-
trada por el aceite [52].

La btisqueda arrojé un total de 5 géneros de la familia Verbenaceae con potencial acti-
vidad antifungica: Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytarpheta y Verbena; este resultado
es acorde con otros estudios de revision sobre plantas con actividad antimicrobiana
donde especies de los géneros Aloysia, Lantana, Lippiay Stachytarpheta se resaltaron
por su actividad frente a hongos levaduriformes [24, 53].

A partir de la revision se obtuvo una mayor cantidad de articulos publicados en Sura-
mérica, lo cual puede tener relacién con la distribucién geografica de esta familia que
presenta un mayor niimero de especies en esta region gracias a la diversidad de ecosiste-
mas, favoreciendo amplios rangos de distribucion en la zona neotropical [20]. Especial-
mente para Colombia, se reportd la evaluacion iz vitro de aceites esenciales e hidrosoles
de L. alba, Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris frente a bacterias y hongos por su
potencial actividad preservante. Para cada planta se evaluaron los aceites ¢ hidrosoles
de forma individual y en combinacion, evaluando ademds la combinacién de aceites de
diferentes plantas. Dentro de los resultados se destacd la mezcla de aceites esenciales
de L. alba 'y T. vulgaris frente a C. albicans y A. niger, calculando un valor de Concen-
tracién Microbicida Fraccional (CMF) de 1 y una interaccién de tipo Adicién (0,5 <
CMEF < 1,0), siendo una alternativa para ser utilizados de forma combinada como pre-
servantes en productos terminados de la industria cosmética o fitoterapéutica incluso
con sus respectivas indicaciones terapéuticas [54]. Recientemente, Péjaro-Gonzélez ez
al. (2022) publicaron un estudio de revision sobre plantas medicinales de uso tradicio-
nal como antimicrobianos en Colombia, endémicas o no para el tratamiento de enfer-
medades infecciosas. En el rango de busqueda establecido (1990 a 2020) las plantas
con mayor uso tradicional fueron Austroeupatorium inulifolium Kunth. y Xanthium
strumarium L. (Asteraceae), Jacaranda caucana Pittier (Bignoniaceae), Hymenaea cou-
rbaril L. (Leguminosae), Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf (Poaceae) y Solanum nudum Hassl (Solanaceae). Cabe mencionar que en
ese estudio se encontraron plantas promisorias por reportar actividad antibacteriana

(CIM <5 pg/mL), antiviral (CIM <5.5 pg/mL) o antiparasitaria (DE5, <5 ug/mL),
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mas no actividad antifungica [55]. Aunque la familia Verbenacea no es de las mas abun-
dantes en Colombia, Stashenko y Martinez (2019) resaltaron esta familia junto con
la familia Labiatae por reunir especies ttiles en la medicina tradicional como antibac-
terianos, antifungicos, antivirales e insecticidas [56]. Dentro de la familia Verbenacea
son de interés en Colombia los estudios adelantados con el aceite esencial de tallos y
hojas de L. origanoides activo frente a C. albicans (CIM: 157,5 pg/mL) [27] y con el
aceite esencial de los tallos, hojas, flores y raices de L. citriodora activo contra C. kruseiy
A. fumigates (CIM: 99,21 ug/mLy 62,5 pg/mL respectivamente) [57]. Estos estudios
no se encontraban dentro del rango de busqueda propuesto para la presente revision
sistemdtica.

Los resultados reportados en la tabla 2, evidencian una mayor cantidad de estudios
con aceites esenciales que con extractos y/o fracciones vegetales. Solo en uno se eva-
lta el aceite esencial pero también el extracto etandlico y las fracciones de las hojas
de L. sidoides frente a diferentes microorganismos [45]. Una razén de ello puede
atribuirse a los procedimientos de extraccidn de aceites volatiles (hidrodestilacién o
fluido supercritico) los cuales son més sencillos, rdpidos y seguros implicando menos
costos econdmicos y técnicos en su investigacion y desarrollo, més atin si se contem-
pla su incorporacién en un producto terminado. Aunque es fundamental determinar la
composicion y proporcion de sus metabolitos, los aceites esenciales son muchas veces
considerados de por si un producto final con valor comercial que no requiere de proce-
sos de purificacién posteriores [58], mientras que la obtencién de extractos vegetales o
fracciones enriquecidas, puede requerir el empleo de diferentes solventes de extraccion,
(algunos de ellos téxicos) y mayores procesos de purificacién y andlisis. Aun asi, los resul-
tados promisorios obtenidos en esta revision sugieren adelantar estudios sobre el analisis
y evaluacion de extractos de especies de la familia Verbenaceae, orientados ya sea hacia su
estandarizacién o al aislamiento de biocompuestos con actividad antiftingica.

Tanto los aceites esenciales como los extractos fueron obtenidos de diferentes partes de
las plantas, para esta revision se reportd una mayor cantidad de estudios donde emplea-
ban las hojas, seguido de las partes aéreas, flores y tallos. La parte de la planta o droga
vegetal puede influir en los diferentes resultados en cuanto a bioactividad y metabolitos
secundarios, dependiendo también del método de extraccién, el lugar de recoleccién, el
suelo y factores climdticos, entre otros [59]. Para las especies de la familia Verbenaceae,
la parte de la planta més usada en la medicina tradicional son las hojas, empledndose
principalmente para tratar diferentes afecciones como bronquitis, trastornos digestivos
y nerviosos 6 como antipirético, antihipertensivo, analgésico, sedante, para la derma-
titis, la malaria, las tlceras, como antiséptico para heridas, para tratar la diarrea, para el
asma y como antimicrobiano, entre muchos otros usos [20].
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Se observé como factor comun la evaluacién de actividad antifungica sobre especies
del género Candida, especialmente C. albicans que fue incluida en la mayoria de los
estudios, demostrando que sigue siendo una especie de importancia clinica y el agente
etioldgico principal de las infecciones y enfermedades producidas por especies de Can-
dida [60]. En el estudio publicado por Chin ez a/. (2016), se reporta que en los hospi-
tales de Estados Unidos C. albicans es la especie mas comun en infecciones del torrente
sanguineo representando una tasa de mortalidad hasta del 55 % [61]. Otra especie de
interés fue C. neoformans, también de importancia clinica por su mortalidad y dificil
manejo especialmente en pacientes inmunocomprometidos, como lo reporta Bongo-
min ez al. (2018) quien mediante un estudio de revision tipo meta-andlisis que incluyé
estudios desde 1988 22017, documentd la prevalencia de resistencia iz vitro al flucona-
zol de aislados clinicos de especies de Cryprococcus obtenidos de pacientes infectados
con VIH, reportando un 18,7 % para aislados de C. neoformans. En su estudio tam-
bién destaca que las més altas tasas de resistencia se presentaron en Sudéfrica (50 %),
Espana (46,6 %) y Taiwdn (33,7 %) [8]. Saccharomyces cerevisiae fue poco evaluado en
los estudios; aunque sigue siendo una especie de mayor interés en la industria alimenta-
ria, se estd reportando también como patdgeno emergente [62].

El método que mas se resaltd para la evaluacion de la actividad antifingica fue micro-
dilucién en caldo seguido del método de difusién (en disco y en pozo de agar). En 17
de los 31 estudios de investigacién revisados se contemplé el método de microdilu-
cién para la evaluacion tanto de extractos como de aceites. Este método es uno de los
mds usados gracias a que su reproducibilidad requiere menos reactivos y espacio, por
lo que resulta bastante econémico; arroja ademds resultados cuantitativos respecto a
los valores de CIM, segtin lectura visual en el ensayo estandarizado por el Instituto de
Estdndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y cuantificacién espectrofotométrica de
acuerdo a las directrices del Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Anti-
microbianos (EUCAST). Por otro lado, los métodos de difusién en disco y en pozo
son bien conocidos y también bastante usados en los laboratorios; se usan debido a su
bajo costo, simplicidad y facilidad para leer e interpretar los resultados, sin embargo, no
ofrecen un valor de CIM especifico debido a la dificultad de cuantificar la cantidad de
agente difundido en el agar [63, 64].

Perspectivas actuales en investigacién

En estudios recientes se reconoce el creciente aumento de la resistencia de los microor-
ganismos a los medicamentos actuales, siendo necesaria la busqueda y desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos entre ellos los antifingicos. Segun Vaou ez 4l., aun-
que se hace complejo determinar la interaccién entre los diversos compuestos que se
encuentran en una planta hay que tener en cuenta que cerca del 74 % de los compuestos

322



Plantas medicinales de la familia Verbenaceac activas frente a hongos levaduriformes

bioactivos son derivados de éstas; es pertinente realizar investigaciones orientadas a la
obtencién de los compuestos quimicos con mayor bioactividad y asi lograr comprender
los mecanismos de accién implicados, ya que muchos de estos compuestos son inexplo-
rados y pueden contribuir a hallazgos interesantes en medicina [65].

En este sentido, dentro de las especies de la familia Verbenacea, el orégano mexicano
(L. graveolens), sigue teniendo reconocimiento como una fuente de compuestos bio-
activos con potencial aplicacion en la industria farmacéutica, cosmética, de alimentos
funcionales y de nutracéuticos, siendo su aceite esencial el més estudiado a partir del
cual se han aislado metabolitos, especialmente monoterpenos responsables de su sabor
y aroma, pero también de su actividad antifingica, entre ellos timol y carvacrol, como
se ha reportado [50]. Otros compuestos de interés detectados en L. graveolens son
los compuestos fenélicos, especialmente flavonoides y 4cidos fenélicos, presentes en
extractos hidroalcohélicos los cuales han demostrado actividad antioxidante, antiin-
flamatoria y citotéxica [66]. Estos compuestos podrian ser promisorios para su estudio
como agentes antifungicos, siendo una actividad poco explorada.

Estudios recientes se han orientado a la evaluaciéon de aceites esenciales, demostrando
ser mds activos que los firmacos control o modulando su actividad mediante mecanis-
mos sinérgicos; tal es el caso del estudio de Jaradat ez 4/ (2021) quienes evaluaron la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de hojas de Aloysia citriodora Palau
recolectadas en las regiones de Palestina: Umm al-Fahm y Baqa al-Gharbiyye. Su activi-
dad antifungica se evalué frente al crecimiento de C. albicans (ATCC 90028) mediante
el método de microdilucién en RPMI e incubacién de 18 a 24 horas, empleando fluco-
nazol como control. Los resultados mostraron una CIM (ug/mL) para el aceite esen-
cial de Baqa al-Gharbiyye de 0,625 y de 0,312 para el aceite esencial de Umm al-Fahm;
mientras que para el fluconazol se establecié en 1,56 ug/ml. Esto evidencia la capacidad
de los aceites esenciales de 4. citriodora de inhibir el crecimiento de C. albicans con
mayor actividad que el fluconazol, existiendo diferencias en relacién con los lugares
de recoleccién de las muestras estudiadas [67]. Por otro lado, de Lima ez 4/., reporta
la capacidad del aceite esencial de Lantana montevidensis para modular la actividad
antiftngica del fluconazol. En este trabajo se evalto el aceite esencial de las hojas de
L. montevidensis obtenido por hidrodestilacién frente a cepas estandar y aislamientos
clinicos de C. albicansy C. tropicalis por medio de microdilucién, evaluando la activi-
dad antifungica pero también moduladora en combinacién con fluconazol. Si bien el
aceite esencial no evidencié actividad antifiingica de forma independiente superior al
fluconazol frente a las cepas evaluadas, si se observé capacidad para modular la activi-
dad del fluconazol frente a C. tropicalis con un efecto sinérgico, siendo el mejor valor
de reduccién del crecimiento del 48% (+0.1913), a una concentracién de 128 pg/mL
[68]. Estos reportes sugieren que la administracion de fairmacos en combinacién con
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aceites esenciales brinda nuevas opciones para mejorar ya sea la eficacia o potencia de
los antifungicos.

Bajo este panorama, dentro de las especies de plantas medicinales de la familia Ver-
benacea descritas en este estudio, con registros en Colombia segtin el Sistema Global
de Informacidn sobre Biodiversidad (GBIF), se encuentran especialmente dentro del
género Lippia, L. alba, L. citriodora, L. graveolens, L. micromera, L. origanoides; ademas
de las especies A. citriodora, L. montevidensis y Stachytarpheta indica, las cuales son
promisorias por su actividad antifungica iz vitro, siendo una fuente de metabolitos
para el estudio y evaluacion de productos naturales y el desarrollo de bioproductos.
Cabe resaltar, ademds, segtin los estudios de Bernal ez 4/. (2011), la familia Verbenacea
se encuentra dentro de las principales familias botnicas de las especies medicinales
de uso en Colombia. En su trabajo reporta a Verbena valerianoides Kunth como una
especie medicinal exclusiva de Colombia y a Lantana cuyanbensis (Lantana cujabensis
Schauer) como una especie nativa del neotrépico presente en Colombia [69], lo que
sugiere adelantar estudios etnobotdnicos de estas plantas explorando usos medicinales
antimicrobianos.

Por tltimo, es importante resaltar estudios orientados a la evaluacién de extractos vege-
tales, obtenidos de familias diferentes a Verbenaceae. En un estudio realizado con plan-
tas medicinales de Republica Dominicana, se evaluaron extractos etanélicos crudos de
48 especies pertenecientes a 32 familias diferentes, hallando una actividad antifingica
importante para 3 especies de plantas Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., Xanthium stru-
marium L.y Zingiber cassumunar Roxb., de las familias Iridaceae, Asteraceae y Zingi-
beraceae respectivamente. Los extractos fueron activos frente a C. albicans con halos
de inhibicién de 16-20 mm de didmetro, reconociendo la amplia diversidad de plan-
tas medicinales que pueden tener un potencial en cuanto a metabolitos precursores
de compuestos bioactivos para desarrollar nuevos productos terapéuticos, a partir de
familias diferentes a Verbenaceae [70].

CONCLUSION

Se encontraron cinco géneros de la familia Verbenaceae con potencial actividad anti-
fungica, Aloysia, Lantana, Lippia, Stachytarpheta y Verbena, resaltindose el género
Lippia con un nimero mayor de especies evaluadas. Dentro de este género fueron de
interés el aceite esencial de L. berlandieri activo (CIM de 0,25 pg/mL) frente a C. albi-
cans'y C. neoformans, y el aceite esencial de L. graveolens activo (CIM de 0,31 pL/mL)
frente a C. albicans. Los metabolitos mayoritarios a los cuales podria atribuirse la acti-
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vidad antifingica de estas dos especies son p-cimeno (35,54 %) y carvacrol (26,86 %) y
timol (31,7 %), cimeno (18,7 %) y carvacrol (16,4 %) respectivamente.

Se evidencié que hay una diversidad de especies de la familia Verbenaceae con poten-
cial antifungico, resaltando de tal manera la importancia de esta familia en especial
para Suramérica teniendo en cuenta que dentro de las especies encontradas la mayoria
se distribuyen en zonas neotropicales. Los aceites esenciales jugaron un papel de gran
importancia en las valoraciones de bioactividad, que por lo general se realizé mediante
el método de microdilucién en caldo, sin embargo, es pertinente adelantar estudios
orientados a la evaluacion de extractos como una fuente también importante de meta-
bolitos con actividad antifungica, siendo de interés los compuestos fenélicos.

El estudio de revisién permitié un acercamiento al reconocimiento de biocompuestos
prometedores para el desarrollo de nuevos firmacos o productos naturales derivados,
que ayuden en el control y tratamiento de las infecciones fungicas, dentro de la pro-
blematica del aumento de incidencias de dichas infecciones y la resistencia que estin
generando especies patdgenas de hongos levaduriformes a los firmacos convenciona-
les, especialmente en pacientes inmunocomprometidos.
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