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RESUMEN

INTRODUCCION: Los aceites esenciales tienen una gran cantidad de agentes
fungicidas, que en ultimos afios se han considerado como una fuente valiosa para
el desarrollo de tratamientos que permitan el control de diversas infecciones.
Céndida albicans es parte de la flora norma y es considerada como una levadura
patdogena de importancia médica y que en ciertas patologia como NIC, cancer y
SIDA por mencionar algunas cobra gran importancia ya que puede ocasionar
infecciones superficiales o sistémicas. OBJETIVO: Evaluar el efecto fungicida de
Chrysactinia mexicana Gray sobre aislados clinicos de Candida albicans de
mujeres con neoplasia cervical. METODOLOGIA: Se extrajo el aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray mediante la técnica de arrastre de vapor. Se utilizé la
técnica de microdilucion en placa de 96 pozos para conocer la concentracién
minima inhibitoria y letal del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray
sobre Candida albicans y posteriormente se observé el crecimiento en placas de
YPD agar por 48 horas. En los aislados clinicos de pacientes con NIC se probo¢ la
concentracion minima inhibitoria y letal calculada en la cepa de referencia.
RESULTADOS: Se observa un efecto sobre el crecimiento de Candida albicans a
los 40ul en la cepa de referencia y no asi en los aislados clinicos. La cepa de
referencia de Candida muestro inhibicién del cambio morfolégico de levadura a
hifa a la concentraciébn minima inhibitoria y minima letal del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray. CONCLUSION: El aceite esencial de Chrysactinia
mexicana Gray tiene efecto fungicida para la cepa de referencia de Candida
albicans en contraste con la resistencia mostrada por los aislados clinicos de

pacientes con NIC.

Palabras Clave: Candida albicans, Aceite esencial, Chrysactinia mexicana, NIC.



[.-INTRODUCCION

Antes del descubrimiento y la implementacibn de los antimicrobianos, las
enfermedades infecciosas eran la principal causa de muerte del ser humano; sin
embargo el uso indiscriminado de estos tratamientos representa una problematica
en la actualidad dado que esto supone un factor de riesgo para el desarrollo de
microorganismos resistentes a los tratamientos convencionales (OMS) tal es el
caso de Candida albicans™.

La levadura Candida albicans es un patégeno oportunista versatil que causa una
gran variedad de infecciones que van desde la colonizacién inocua de las
superficies mucosas hasta estados infecciosos asociados con la invasion y
destruccion de los tejidos, tales como la candidiasis orofaringea, vulvovaginal y

candidiasis diseminada®?.

El oportunismo de Candida albicans es favorecido por un gran niumero de factores
ligados principalmente a procedimientos terapéuticos, como el uso indiscriminado
de antibibticos y esteroides, citotdxicos, trasplantes de medula 6sea y 6rganos
sélidos, instalacion de catéteres venosos, nutricion parenteral, sumando a esto la
drogadiccion, virus de inmunodeficiencia adquirida, el embarazo, la terapia de
drogas inmunosupresoras, el uso de anticonceptivos orales e intrauterinos,
colagenopatias, prematurez, diabetes mellitus, neoplasias y el Virus del papiloma
humano (VPH), entre otros*® . Las caracteristicas de las mujeres con diagnéstico
de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) cuyo factor causal es el VPH, las hace
mas susceptibles a una infeccidon por Candida albicans, debido a que se crean
condiciones que ayudan a este microorganismo-a proliferar facilmente, aunado a
esto la mayoria de las mujeres estan expuestas a candidiasis esporadica asi como

recurrente por los factores de riesgo antes mencionados™®.

La prevalencia de candidiasis, asi como la susceptibilidad presente en las
pacientes con un diagnoéstico de NIC y el surgimiento de la resistencia de Candida

albicans al tratamiento de eleccion nos llevan a la busqueda de nuevas
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alternativas para el tratamiento y control de esta infeccion. Los paises
latinoamericanos como Brasil, Cuba, Perti y México'® que gozan de una gran
diversidad de plantas, estan enfocados en desarrollar tratamientos derivados de
estas, que sean eficientes y con efectos secundarios menores a los que se

generan por los medicamentos actuales.

Los extractos y aceites esenciales derivados de plantas resultan ser una excelente
propuesta terapéutica, aunque un punto importante a considerar es el uso de
plantas endémicas de la region, que favorecen la realizacion de ensayos in vitro e
in vivo, por el facil acceso a la materia vegetal. En este estudio se contempl6 a la
planta Chrysactinia mexicana Gray, también conocida como Damianita, falsa

damiana, garafiona por mencionar algunos de sus nombres de uso popular.

Chrysactinia mexicana Gray ha sido ampliamente estudiada en diferentes
sistemas y se encontr0 que posee diferentes atributos tales como: insecticida,
antidiarreico, expectorante, anticolinérgico, afrodisiaco y antifingico contra
diferentes especies del género Candida. Sin embargo en los estudios publicados a
la fecha, no existen ensayos realizados con el aceite esencial de Chrysactinia

mexicana Gray sobre Candida albicans.

Debido a esto la presente investigacion se centré en evaluar el efecto fungicida de
Chrysactinia mexicana Gray sobre los aislados clinicos de Candida albicans de

mujeres con neoplasia intraepitelial cervical.
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[I.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La candidiasis es una micosis causada por diferentes especies del genero
Candida, siendo la especie mas importante Candida albicans a nivel mundial , con

una prevalencia mayor del 50% en México ** *’

y cuyo aislamiento es cada vez
mayor que el de otras especies; generalmente secundarios a condiciones
fisiolégicas alteradas que determinan disminucion de la inmunidad local asi como
el uso indiscriminado de antibiéticos y antifingico. Esta micosis es favorecida por
diversos factores predisponentes entre los cuales destaca la NIC y el VPH por

mencionar algunos™.

En las pacientes con NIC hay alteraciones del epitelio vaginal como el cambio en
la morfologia, la disminucion del pH, contenido rico en glucégeno en las células
escamosas, por mencionar algunas caracteristicas que las hacen mas
susceptibles a una infeccidbn por microorganismos oportunistas, entre los cuales
destaca Candida albicans que puede proliferar rapidamente e infectar el epitelio
dafado, siendo la candidemia la manifestacion mas grave de esta infeccion cuya

mortalidad de los pacientes con este padecimiento puede ser alrededor del 40%*.

Las infecciones causadas por Candida albicans son tratados con fluconazol, el
cual inhibe la biosintesis de ergosterol, que es el principal esterol que compone las
paredes fungicas. El fluconazol es un medicamento fungistatico que inhibe el
crecimiento de la levadura, pero no la erradica, proporcionando de esta manera la
oportunidad para el desarrollo de resistencia, especialmente durante el tratamiento
a largo plazo o episodios recurrentes. La resistencia farmacol6gica por parte de
Candida albicans hacia su tratamiento de eleccién ha sido observado™* y el costo
del tratamiento puede ascender a $32,810.00 segun lo reportado en 2010 por

Moran y colaboradores®’.

Ante este panorama, la resistencia que presenta Candida albicans a los azoles
cobra gran importancia y es asi como surge la necesidad de generar nuevas

alternativas terapéuticas como lo son los derivados de las plantas medicinales.
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Las plantas medicinales han constituido el eje central de la medicina tradicional
para el tratamiento de distintas enfermedades desde hace mucho tiempo® en
donde los aceites esenciales producidos por ellas son parte importante de algunos
efectos curativos reportados, éstos aceites estan constituidos por una mezcla de
compuestos organicos volatiles caracterizados por un aroma fuerte y natural. La
funcion de estos compuestos son metabolitos secundarios que cumplen roles de
defensa, atraccion de polinizadores, mensajeros quimicos, por mencionar algunas

funciones .

En general, los aceites esenciales son conocidos por sus actividades antifingicas,
tal como el aceite extraido de Origanum (Orégano) y el Thymus (tomillo), que han
demostrado ser particularmente eficaces y cuya actividad se ha evaluado
ampliamente en varios microorganismos®?*. Estos aceites esenciales mostraron
eficacia contra Candida particularmente el de orégano que es capaz de inhibir la
germinacién de Candida albicans y el desarrollo in vitro de la forma filamentosa 2"
% 2de igual manera, aceites esenciales extraidos de Satureja montana y
Melaleuca alternifolia (arbol del t€) también fueron eficaces en la inhibicién del
crecimiento de Candida; sin embargo algunas de estas plantas mencionadas no
son endémicas de México, por lo que es pertinente conocer el efecto terapéutico
de plantas del estado de San Luis Potosi y probar que efecto tienen sobre aislados

clinicos de Candida albicans.

Entre las plantas de San Luis Potosi una propuesta terapéutica podria ser el uso
de Chrysactinia mexicana Gray, que es un pequefio arbusto aromatico con
propiedades curativas que crece en el centro y noreste de México, esta planta es
utilizada por la poblacion como tratamiento de enfermedades respiratorias e
infecciones de la piel por mencionar algunas de sus aplicaciones conocidas. Se ha
probado con Candida albicans por Salazar-Aranda y cols. en 2011 que los
extractos metanolicos de esta planta tienen efecto fungicida sobre algunas
especies del género Candida®. Por todo lo antes mencionado, en esta
investigacion surge el interés de evaluar el efecto fungicida del aceite esencial de

Chrysactinia mexicana Gray sobre aislados clinicos de Candida albicans de
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mujeres con neoplasia intraepitelial cervical, con la finalidad de contribuir en la
generacion de conocimiento cientifico para una nueva terapia complementaria

para el tratamiento contra la candidiasis vaginal en beneficio de la sociedad.
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[11.-MARCO TEORICO

3.1.-Taxonomiay generalidades de Candida albicans

Candida albicans es una levadura Gram positiva, diploide, comensal, saprofito,
dimorfico, presente en el organismo humano como parte de la microbiota normal,
considerado un hongo patdgeno oportunista que puede causar varias formas de
candidiasis, desde infecciones superficiales en mucosas hasta enfermedades
sistémicas que comprometen la vida. La clasificacion taxondémica de Candida

albicans se puede observar en la tabla 1.

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum Ascomycotina

Clase Ascomycetes

Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Genero Candida

Especie albicans

Tablal .- Clasificacién taxondmica de Candida

albicans

Candida albicans es una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras con paredes
finas, en tejidos se han identificado formas filamentosas de longitud variable, con
extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y pseudohifas, que son células

alargadas de levadura que permanecen unidas entre si>" %8,

Las levaduras o blastospora son microorganismos eucariéticos, se reproducen por
un proceso especifico de division celular conocido como gemacién. Este proceso
de division implica la produccion de nuevo material celular proveniente de la

superficie de la blastospora. Cuando el brote ha crecido y se encuentra en su
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tamafo optimo, se suscita la division celular y se forma un tabique o septo entre

las dos células?.

La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular, la
cual contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a
partir de blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por

extension apical® .

Candida albicans tiene una marcada tendencia a formar esporas grandes de pared
gruesa, denominadas clamidosporas, sobre todo cuando se cultivan en un medio
especial como Agar Harina de maiz; la clamidospora tiene un diametro de 7 a 8
micras y casi siempre se origina en el extremo del pseudomicelio. Es una
importante caracteristica morfolégica en la identificacion de Candida albicans.
Asimismo, tiene la capacidad para producir tubos germinales (filamentacion en
suero) cuando las colonias son inoculadas en suero a temperatura de 37°C
observandose los resultados después de 2 o 3 horas®® 3.

Un tubo germinal se define como una extension filamentosa de una célula
levaduriforme que mide alrededor de la mitad del ancho y tres a cuatro veces el

30, 31

largo de la célula , sin constriccién en el punto de origen®.

3.2.-Mecanismos de patogenicidad de Candida albicans

La capacidad de Candida albicans para infectar al hospedero esta favorecida por
la implementacion de diferentes mecanismos de patogenicidad que le
proporcionan su capacidad infectiva. Estos mecanismos son la transicion
morfolégica entre las formas de levadura y de hifa (dimorfismo), la expresion de
adhesinas e invasinas en la superficie celular, tigmotropismo, la formacion de
biofilms, la conmutacién fenotipica y la secrecion de enzimas hidroliticas.
Adicionalmente, atributos que incluyen una rapida adaptaciéon a las fluctuaciones
de pH, flexibilidad metabdlica y mecanismos robustos de respuesta al estrés
(Figura 1).
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Figura 1.- Mecanismos de patogenicidad de Candida albicans®

Analizando los mecanismos de patogenicidad mencionados de Candida albicans
podemos decir que las células de levadura se adhieren a las superficies de las
células huésped mediante la expresion de adhesinas, el contacto con las células
huésped desencadena la transicion de la levadura a hifa y el crecimiento dirigido a
través del tigmotropismo. La expresion de invasinas media la captacion del hongo

por la célula huésped a través de la endocitosis inducida.

Se ha propuesto la adhesién, las fuerzas fisicas y la secrecion de hidrolasas
fungicas para segundo mecanismo de invasion, es decir, penetracion activa
impulsada por hongos en las células huésped por descomposicion de barreras. La
unién de células de levadura a abiéticos (por ejemplo catéteres) o bidticas (células
hospedadoras) puede dar lugar a la formacion de biofilms con células de levadura
en la parte inferior y células hifas en la parte superior del biofilm. Se ha propuesto
la plasticidad fenotipica (conmutacion) para influenciar la antigenicidad y la
formacion de biofilm de Candida albicans.

Ademas de estos factores de virulencia, varios rasgos de aptitud influyen en la
patogenicidad fungica. Incluyen una fuerte respuesta al estrés mediada por

proteinas de choque térmico (Hsps); Auto-induccion de la formacion de hifas por
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absorcion de aminoacidos, excrecion de amoniaco (NH3) y la alcalinizacion
extracelular concomitante; flexibilidad metabdlica y absorcion de diferentes
compuestos como fuentes de carbono (C) y nitrdgeno (N); y captacion de metales
traza esenciales, por ejemplo, hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso
(Mn)*

3.3.-Caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas de Candida albicans

La composicion quimica de Candida albicans esta representada por 20-40% de
proteinas y 30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcion de lipidos es
variable®®.La fraccién lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo,

condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono®.

La pared celular de Candida albicans esta compuesta principalmente por los
polisacaridos manana, glucana y quitina. Aunque la sintesis de los componentes
de la pared celular estd dinamicamente influenciada por las condiciones de
crecimiento y por los estadios metabdlicos. El polisacarido manana representa
aproximadamente entre 15,2% y 22,9% del peso seco y poco mas de 40% de los
polisacaridos de la pared celular del hongo. El D-Glucano 3-1-3 y el D-Glucano [3-
1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la pared celular**. Otros
componentes han sido reportados, tales como proteinas en cantidades que oscilan
entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7% y Quitina entre 0,6% y 9% del peso de la
pared celular.

El numero de capas y su morfologia varian, esta variacion esta relacionada con
varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento
(como levadura o como tubo germinal). La mayoria de los investigadores han
descrito cinco capas dentro de la pared celular, las cuales son: Manoproteinas, 13-
Glucana-Quitina, [-Glucana, Manoproteinas y fibrillas  (Figura 2).
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Figura 2.- Diagrama esquematico de la pared celular de Candida albicans®

La membrana citoplasmatica es una estructura que reviste gran importancia, ya
que los antimicéticos acttan a nivel de la misma, ademas de contener las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular. Esta presenta una doble capa
compuesta por lipidos y posee invaginaciones, que se observan como surcos de
200 a 300 nanémetros de longitud, por 35 a 40 nandmetros de espesor. Ademas
de los lipidos, la membrana citoplasmatica estd compuesta por grandes

cantidades de proteinas y carbohidratos en menor proporcion

En el citoplasma, al igual que otras células eucaridticas, Candida albicans
presenta: ribosomas, mitocondrias con doble capa, granulos de glucégeno y
vacuolas que contienen en algunas ocasiones cuerpos lipidicos y granulos de
polifosfato. El nlcleo es tipico de una célula eucaridtica, con membrana nuclear

limitante, uno o varios nucléolos, ADN y ARN y varios cromosomas®.
3.4.-Tratamiento de la candidiasis y su resistencia antimicoética

El tratamiento para combatir la candidiasis puede ser tépico o sistémico segun el
tipo de infeccidn; los antimicéticos pueden ser fungistaticos o fungicidas segun

inhiban el crecimiento o produzcan lisis de los hongos. Los mas utilizados son los
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derivados imidazdlicos que actian en un componente importante de la membrana
del hongo, el ergosterol, el cual es un lipido de la familia de los esteroles que
actla dandole fluidez, simetria e integridad; ademas de contribuir en funciones
propias de muchas enzimas como la quitinsintetasa, que es importante para el
crecimiento y divisién de la propia célula (Figura 3)***". Los derivados imidazoélicos
inhiben las enzimas oxidativas asociadas al citocromo P450 [CYP 3A4y CYP 2C9]
(lanosterol 14-a desmetilasa), bloqueando la conversion de lanosterol en
ergosterol, lo que produce una alteracion en la permeabilidad de la membrana de
las células fangicas. Ademas, promueven la acumulacion de peroxido de
hidrogeno capaz de lesionar la estructura de los organelos intracelulares del

hongo®

ESCUALENO Escualeno epoxidasa (ERG 1)

Figura 3.- Mecanismo de accion
de los antifingica que acttan en la
via de sintesis
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En la actualidad ha sido ampliamente reportada una disminucion en la efectividad
de estos medicamentos, un fendmeno de resistencia de parte del microorganismo
a estos farmacos, esto debido principalmente, al surgimiento de levaduras
resistentes, a la aparicion de nuevas especies patégenas, a la prescripcion

irracional de antimicéticos como profilaxis y al aumento de las dosis terapéuticas.

La resistencia es un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al antifungico que

puede medirse in vitro por métodos de laboratorio apropiados “°. Los mecanismos
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de resistencia antifingica se clasifican en dos categorias, resistencia
microbiolégica y resistencia clinica’® **. La resistencia microbiologica se define
como el crecimiento del microorganismo a dosis normales del antifingico, sin
embargo, éste puede ser inhibido a una concentracion mas alta. La resistencia
clinica se define como el crecimiento del microorganismo a pesar de la
administracion de un agente antifingico lo que se asocia con una alta probabilidad
de falla terapéutica. En otras palabras el patdogeno no se puede inhibir a
dosificaciones normales pero si a concentraciones mas altas las cuales podrian

ser no seguras para el paciente.

Existen dos mecanismos por los que Candida puede adquirir resistencia a un azol,
el primer mecanismo se debe a mutaciones moleculares de la enzima diana del
antifangica, como la alteracion de las enzimas relacionadas en la sintesis del
ergosterol; el segundo mecanismo se debe a la formacion de barreras de
permeabilidad o sistemas de bombeo del antifungico fuera de la célula, como la
alteracion en las bombas de expulsion: ATP-bindingcassette (ABC) y facilitadores

mayores (MF)?
3.5.-Epidemiologia de Candida albicans

La conversion de Candida albicans en un agente patdgeno depende
principalmente de la alteracion del equilibrio entre la microbiota y el sistema
inmunitario del huésped ya que el estado fisioldgico del huésped es el primer
factor que gobierna la etiologia de las candidiasis, variaciones de este estado
pueden desencadenar que las levaduras comensales se conviertan en patégenas,

causando infecciones®.

La candidiasis causada por Candida albicans esta asociada y favorecida por
varios factores predisponentes como lo son procedimientos terapéuticos, el uso
indiscriminado de antibioticos y esteroides, citotoxicos, trasplantes de medula 6sea
y oOrganos solidos, instalacion de catéteres venosos, nutricion parenteral, las
enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus, el VIH, drogas inmunosupresoras,

VPH y neoplasias.*® 1°
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La mayoria de los casos de candidiasis son causados por Candida albicans, (tabla
2) ésta puede ser asintomatica y tener diversas localizaciones, pero se aislan con
mayor frecuencia de la boca, el conducto gastrointestinal y la vagina. Los sintomas
se manifiestan solo cuando el crecimiento de Candida es desmedido en estas

zonas y se origina el padecimiento™*

Microorganismo %
Candida albicans 53
Candida Krusei 41
Candida tropicalis 6

Tabla 2.- Frecuencia en aislamiento de diferentes especies de Candida en mujeres con
neoplasia cervical®

3.6.-Neoplasia intraepitelial cervical como factor predisponente de candidiasis

En pacientes con NIC existen alteraciones del epitelio vaginal normal, que hacen
mas susceptible a una infecciéon por diversos microorganismos oportunistas que
forman parte de la microbiota normal de la vagina, tal es el caso de Candida
albicans; el mas minimo cambio en el pH, la inmunosupresion local o cambios
hormonales son suficientes para que este patdgeno cuente con las condiciones

necesarias para proliferar rapidamente y causar infeccién en el epitelio dafiado.

Las neoplasias presentan un continuo espectro de alteraciones morfolégicas con
patrones no bien delimitados, es decir cambios precoces en el tamafio, y nimeros
de células que forman la superficie del cuello uterino. Esto puede estar
relacionado con el proceso de la misma neoplasia y de su asociacion a infeccion
por el VPH.

Frecuentemente se observan coilocitos en las lesiones de bajo grado y en los de
alto grado son ocasionales, la cavitacion puede observarse en degeneracion
vacuolar relacionada con la atrofia, en infecciones e incluso en epitelio escamoso

rico en glucogeno, de igual manera se observa fisuras mitéticas, estas se
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encuentran ausentes en las lesiones de bajo grado y frecuentemente en las de
alto grado™®.El contenido rico en glucégeno contenido en las células escamosas,
proveen de una fuente de carbono a Candida albicans que favorece su
germinacion y adherencia las células epiteliales vaginales, haciéndoles capaces
de penetrar la pared vaginal.**Por todo ello existe una mayor prevalencia de

colonizacion de Candida albicans en pacientes con diagnostico de NIC.
3.7.- Neoplasia intraepitelial cervical

La NIC es una lesion precursora del cancer del cuello uterino que ha sido
ampliamente estudiada. Esto se caracteriza microscdpicamente por una serie de
manifestaciones que van de la atipia celular a diversos grados de displasia o
neoplasia intraepitelial cervical (NIC o CIN, segun sus siglas en inglés) antes de

progresar a carcinoma invasor®.

El principal agente causal para el desarrollo de esta patologia es el VPH del cual
se cuentan con mas de 180 genotipos, desprendiéndose de estos los virus de bajo

riesgo y de alto riesgo oncogénico

a) Bajo riesgo oncogénico: Se relacionan con mayor frecuencia en la
produccion de verrugas genitales externas y lesiones intraepiteliales de bajo
grado. Los mas comunes son: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y 89.
Los tipos 6 y 11 son responsables de la produccion del 90% de las verrugas
genitales.

b) Alto riesgo oncogénico: Estos se relacionan con la génesis de
carcinomas. Los mas comunes son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56,58, 59, 66 y 68. Los tipos 16 y 18 son responsables de alrededor del

70% de los carcinomas cervicales en el mundo®.

Las alteraciones uterinas generadas van desde una lesion escamosa intraepitelial
en el cuello uterino que varia de un crecimiento anormal minimo (bajo grado)
hasta un progreso en el espesor que llega a la capa mas superficial del epitelio

(alto grado)
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Los cambios epiteliales cervicales incluidos en el término NIC se inician con la
displasia leve grado | (NIC I); en esta etapa la atipia celular es minima y afecta el
tercio inferior del epitelio. Estos cambios pueden observarse en el epitelio cervical
habitual o en el epitelio aplanado notable por cambios coilocitéticos (condiloma
plano). La coilocitosis constituye una angulacion nuclear rodeada por
vacuolizacion perinuclear producida por un efecto viral citopatico, en este caso el
VPH.

Con el avance a NIC Il la displasia se hace mas grave y afecta a la mitad inferior
del epitelio, se acompafa de cierta variacion en el tamafio de la célula y del nucleo
y con mitosis de apariencia normal por arriba de la capa basal, estos cambios se
designan displasia moderada, la capa superficial de las células aun esti bien

diferenciada, pero ciertos casos muestran los cambios coilocitéticos descritos.

En el caso mas severo es la displasia grave (NIC Ill), notable por la mayor
variacion en el tamafio de la célula y del nucleo, orientacion desordenada de la
células y mitosis normales o anormales, estos cambios afectan casi todas las
capas del epitelio, la diferenciacion de las células de la superficie y los cambios
coilocitéticos por lo general han desaparecido, en la figura 4 se muestran los

distintos grados de neoplasias®.

Cytology | LSIL 1 HSIL 1
Histology | cmt1 ! cinz | CiN 3 1
| Notmial I vVerymid/ | Moderate | Severe | mmsty | Invasive |

mild dysplasia dysplasia dysplas:a caranoma carcnoma
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HPYV infection,
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2
viral DNA "
INMagraban
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Figura 4.- Clasificacion de neoplasia intraepitelial cervical *
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El 30-70% de las neoplasias cervicales necesitan entre 10-12 afios para progresar
desde NIC a carcinoma invasor, sin embargo, hay un 10% que evolucionan en
sélo 1 afio, una vez que el tumor es capaz de invadir, progresa por contigtidad
manifestandose como una Ulcera superficial, un tumor exofitico dependiente del
exocérvix o infiltrando de forma extensa el endocérvix .En su progresion puede
alcanzar los fornix vaginales, parametrios (también por via linfética), vejiga y recto
(en casos muy evolucionados). Puede extenderse hacia el segmento uterino

inferior y la cavidad endometrial en el 10-30% de los casos™.
3.8.-Caracteristicas generales de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas de base lipidica constituidos por
componentes heterogéneos de terpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles
y lactonas encontradas practicamente en todas las plantas como producto de su
metabolismo secundario y estan ampliamente distribuidos en las distintas partes
de la planta: raices, tallos, hojas, flores y frutos. Los aceites esenciales se
caracterizan por sus propiedades fisicas, como densidad, viscosidad, indice de
refraccion y actividad 6ptica. La mayoria de los aceites esenciales tienen una
densidad menor que la del agua excepto los aceites de almendras, amarga,
mostaza, canela, perejil o clavo. El indice de refraccion es una caracteristica de
cada aceite esencial y cambia cuando este se diluye o mezcla con otra

sustancia®’.

Los aceites esenciales se han utilizado desde hace mucho tiempo para obtener
aromas y sabores, sin embargo en los ultimos afios se han estudiado desde un
enfoque funcional; en busca de su capacidad antimicrobiana, antioxidante o
nutricia lo cual ha revelado las diversas aplicaciones que los aceites esenciales
posen. Las propiedades funcionales de los aceites esenciales varian de acuerdo a
la proporcién de los compuestos o el niumero de ellos presentes en el aceite
esencial. Su composicion quimica esta relacionada con muchos factores,

principalmente la ubicacion geografica de las plantas, su ecotipo o variedad, la
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propiedad bioldgica y fisico-quimica del suelo, el clima, la nutricion, el estrés

durante el crecimiento, el uso de fertilizantes y las variaciones estacionales.*®

Los aceites esenciales son conocidos por sus actividades antibacterianas,
antifangica, antivirales, antioxidantes, anticancerosas e inmunomoduladoras, pero
también se usan como analgésicos, antiinflamatorios, espasmoliticos vy
anestésicos locales. En general aquellos aceites esenciales que contienen altas

concentraciones de fenoles son conocidos por sus actividades antifngica.*®
3.8.1.-Método de extraccion de aceites esenciales

En la actualidad existen una gran variedad de técnicas para la obtencion de los
aceites esenciales como los son la destilacion por arrastre de vapor, extraccion
con disolventes, extraccion por fluidos supercriticos y extraccién por microondas
los cuales han sido ampliamente utilizados y evaluados*’demostrando algunos ser
mas eficaces que otros y dejando en claro que la eleccion del método de
extraccion dependerd de la finalidad para la que los aceites esenciales seran
utilizados.

Los métodos de obtencion de los aceites esenciales determinan el uso de los
mismos, por ejemplo al usar la extraccion con disolventes, el tipo de disolvente
utilizado puede contaminarlos o limitar su uso, dependiendo de la toxicidad del
disolvente y de las técnicas utilizadas para su eliminacién. Diversas
investigaciones reportan que la composicion de los aceites esenciales puede
variar de acuerdo al método de extraccion utilizado, estas variaciones radican en

diferencias en la proporcién de los compuestos e incluso en el nimero de estos.*’

En el presente trabajo la obtencion del aceite esencial de Chrysactinia mexicana
Gray se llevo a cabo mediante la utilizacion de la destilacion por arrastre de vapor
ya que es un método sencillo y de bajo costo, por lo que no centraremos

Unicamente este método de extraccion.
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3.8.2 Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre con vapor es una técnica usada para separar
sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no
volatiles que se encuentran en la mezcla, como resinas o sales inorganicas, u

otros compuestos organicos no arrastrables.

Los vapores saturados de los liquidos inmiscibles sigue la Ley de Dalton sobre las
presiones parciales, que dice que: cuando dos 0 mas gases 0 vapores, que no
reaccionan entre si, se mezclan a temperatura constante, cada gas ejerce la
misma presion que si estuviera solo y la suma de las presiones de cada uno, es

igual a la presion total del sistema. Su expresién matematica es la siguiente:
Pr=P; + Po+--Pn

Al destilar una mezcla de dos liquidos inmiscibles, su punto de ebulliciébn sera la
temperatura a la cual la suma de las presiones de vapor es igual a la atmosférica.
Esta temperatura serd inferior al punto de ebullicion del componente més volatil. Si
uno de los liquidos es agua (destilacion por arrastre con vapor de agua) y si se
trabaja a la presion atmosférica, se podra separar un componente de mayor punto
de ebullicion que el agua a una temperatura inferior a 100°C. Esto es muy
importante cuando el compuesto se descompone a su temperatura de ebullicion o

cerca de ella.

En general, esta técnica se utiliza cuando los compuestos cumplen con las
condiciones de ser volatiles, inmiscibles en agua, tener presién de vapor baja y

punto de ebullicion alto. *°

En la destilacion por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporizacién
selectiva del componente mas volatil de una mezcla formada por este y otros no
volatiles. Esto se logra por medio de la inyeccion de vapor de agua directamente
en el seno de mezcla, denominandose este “vapor de arrastre” cuya funcion sera
condensarse formando otra fase inmiscible que cedera su calor latente a la mezcla

a destilar para lograr su evaporacion. En este caso se tendra la presencia de dos
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fases inmiscibles a lo largo de la destilacion (organica y acuosa), por lo tanto cada
liqguido se comportara como si el otro no estuviera presente. La condicion mas
importante para que este tipo de destilacion pueda ser aplicado es que tanto el
componente volatil sea insoluble en agua ya que el producto volatil formara dos
fases al condensarse, lo cual permitira la separacion del producto

facilmente*’(Figura 5).

Destilacion por
Arrastre con vapor

Termometro

Entrada
de vapor

[y,

Generador
de vapor

colector

Figura 5.- Destilacién por arrastre de vapor®

El vapor de agua condensado acompafiante del aceite esencial es llamado "agua
floral", este producto obtenido pasara por un proceso de separacion para obtener
finalmente el aceite esencial, el método de separacion utilizado en esta
investigacion fue la separacion por densidades el cual es utilizado para separar
liquidos que no son solubles entre si y presentan diferentes densidades. Para ello
se vertié la mezcla en un embudo de decantacién, en el que se puede regular el
paso del liquido mediante una llave. Se deja reposar la mezcla hasta que ambos
liguidos se separan y se abre la llave para permitir el paso del liquido méas denso a
otro recipiente; cuando este ha pasado, se cierra la llave. El liquido menos denso

gueda retenido en el embudo y se puede obtener por la parte superior (Figura 6).
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Figura 6.- Técnica de separacioén por densidades ?

3.9 Generalidades de Chrysactinia mexicana Gray

El género Chrysactinia esta constituido por 6 especies de las cuales 5 de ellas son
endémicas de México y se distribuyen principalmente en el centro y noreste de
México, una de ellas alcanza el suroeste de los Estados Unidos. De ellas la
especie mexicana Gray presenta la mas amplia distribucion, ya que se ha
registrado en 16 estados (Figura 7) se le conoce comunmente como damianita,

falsa damiana, garafiona, hierba de san nicolas, romerillo, yeyepaxtle.’

Figura 7.- Distribucion de
Chrysactinia mexicana Gray en
A México ’

Chrysactinia mexicana Gray se encuentra como arbustos, 20-40 cm alto. Tallos
glabros a pubescentes. Hojas alternas, simples, lineares, 5-10(-23) mm largo, 1-2

mm ancho. Pedunculos glabros a pubescentes, con 1-5 bractéolas. Involucro
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turbinado a hemisférico, 3.5-5.0 mm largo, 1-2 mm ancho. Bracteas involucrales
por lo general 13 (-14), lineares o lanceoladas, con 1 glandula peltcidasubapical y
2-4 glandulas pellcidas basales. Receptaculo con unas cuantas péleas delgadas y
deciduas. Flores radiadas (8-)13, amarillas, en ocasiones amarillo-verdosas; flores
del disco 25-40, amarillas. Aquenios 3-4 mm largo, cilindricos, negros. Cerdas del

vilano 30-40, 3.5-5.0 mm largo (Figura 8).

Habita en bosque de encino, bosque de Juniperus, bosque de pino, bosque de
pino-encino, bosque tropical caducifolio, chaparral, matorrales xerofi los, pastizal,
vegetacion haldfi la, vegetacion riparia y como ruderal en ambientes perturbados,
en altitudes que van desde los 750 a los 2 875 m con floracién en todos los meses

del afio. ’

Figura 8.- Chrysactinia mexicana Gray.A. Rama con hojas y cabezuelas; B.- hoja
mostrando las glandulas; C.-cabezuela con algunas ligulas removidas; D.-corola de la
flor del disco; E. Anteras; F.-ramas del estilo; G.-bractea del involucro en vista abaxial;
H.-aquenio; |.-bractea del involucro en vista lateral.®
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3.10.- Investigaciones realizadas con Chrysactinia mexicana Gray

Las propiedades de Chrysactinia mexicana Gray han sido ampliamente estudiadas
en diferentes sistemas, sus efectos reportados van desde su accion insecticida de
extractos ligeramente polares; ligera accion estrogénica por cetosteroides; accion
antidiarreica por taninos galicos (astringentes) y pectinas (absorbentes); accion
expectorante por eucaliptol hasta su accion antioxidante de los flavonoides
(hepatoprotectores), amebicida y la accion antibacteriana de los flavonoides como
flavan, 3-oles, acido galico y taninos Galicos y su accion antifungica por
compuestos tales como piperitona’siendo estos Ultimos de gran importancia para
el area médica, existen investigaciones que analizan la aplicabilidad de
Chrysactinia mexicana Gray como tratamiento contra infecciones por diferentes
microorganismo fungicos, tal es el caso de nuestro patdgeno de interés Candida

albicans.

En la investigacién de Cardenas-Ortega en 2005 se analizé el aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray mediante cromatografia de gases 'y
espectrofotometria de masas y reportaron la  composicibn de  Chrysactinia
mexicana Gray se determind comparando la cantidad relativa de tiempos de
retencién y los espectros de masas de los componentes de muestras auténticas y
espectros de masas de la biblioteca de datos.

Diecisiete componentes del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray se
identificaron; no obstante, se observo el predominio de dos sustancias, eucalyptol
(41,3%) y piperitona (37,7%) pero el analisis revel6 alrededor de 30 constituyentes
adicionales. Entre ellos se detectaron los siguientes: linalyl Acetato (9,1%);
R mirceno (1,2%); R - tuyona (1,2%); y 3,7 - Dimetil - 1,6 - octadien - 3 - ol (1,4%).
Los 24 compuestos restantes Detectados por GC-MS estaban presentes en
proporciones muy bajas (<1%). En la figura 9 se observan los 17 compuestos con

una concentracion mayor al 1%.
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retention composition Figura 9.- Composicion quimica

. s s () del  aceite  esencial de
11.58 a-phellandrene 0.25 i : 10
1307 o i 120 Chrysactinia mexicana Gray
13.46 a-thujone 117
15.22 1-methyl-4-(1-methylethenyl)cyclohexanol 0.63

acetate
17.51 eucalyptol 41.30
19.34 2-ethyl-6-methylbenzenamine 047
43.02 3,7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol 1.39
46.11 trans-limonene 0.69
49.55 4-methyl-1-(1-methylethyl)-3-cyclo- 0.10
hexen-1-ol
52.58 cis-limonene 044
57.05 S-(tetrahydro-2H-pyran-3-yl)ethanethioic 0.04
ester
59.23 linalyl acetate 9.08
62.06 piperitone 37.74
63.43 exo-2-hydroxy cineole acetate 0.11
67.14 exo-2-hydroxy cineole 0.87
71.59 phenol 0.06
75.37 3-phenyl-2-propenyl ethyl ester 0.29

Cardenas-Ortega y cols trabajaron con los tres compuestos en mayor
concentracion encontrados en el aceite esencial (piperitona, linalyl acetato y
eucalyptol) como tratamiento a la infeccion fungica causada por Aspegillus flavus
encontrando que solo la piperitona inhibié efectivamente el crecimiento micelial y
una completa inhibicién se observd a una concentracion de 0.6 mg/mL, dejando
evidencia del potencial antifungico de alguno de los compuestos contenidos en el

aceite esencial.

En otra investigacion realizada por Salazar-Aranda y cols analizo la eficacia
antifingica, antibacteriana y antioxidante de plantas utilizadas en medicina
tradicional en el noreste de México. Se probaron un total de 39 extractos
metanolicos de 17 especies de plantas diferentes pertenecientes a 11 familias,
entre ellos 3 extractos metanolicos de Chrysactinia mexicana Gray obtenidos de
flores, hojas y raiz (Tabla 3) reportando un efecto de estos tres extractos contra
Candida glabrata a una concentracién de 31.25 ug ml * y sobre Candida tropicalis
solo del extracto metanolico de las flores a una concentracion de 100 pg ml
caso contrario fue el efecto encontrado de estos 3 extractos contra 3 aislados
clinicos de Candida albicans en donde el efecto fue nulo en todas las

concentraciones trabajadas en sus ensayos®.
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Plant Part S.a. S.a Ef Ca Ca Ca Cg Ct Ck Cp.
ATCC Rsist. 498 53 501 84 166 168 96
Ceanothus coeruleus L — 00 — 625 250 125 3125 250 625 625
F 125 — — 1000 1000 — 3125 1000 1000 125
R — 1000 — 125 3125 3125 3125 250 125 3125
Cloysactinia mexicang L 1000 — - = = — 312 — — -
F 1000 — - -  — — 3125 1000 — -
R 1000 — - - - — 3123 — — -
Colubring greggii. L 1000 — 250 250 125 250 3125 300 125 625
F 1000 — 250 250 125 250 3125 300 125 125
R — — — 250 250 125 3125 500 1000 500
Cordia boissier F @625 125 — — - — 125 — — -
Cyperus alternifolius  L-S 125 — 1000 500 1000 3500 3125 1000 — 1000
R 250 250 125 500 1000 500 3125 500 500 1000
Schimis molle L 125 250 1000 125 125 125 3125 500 500 250
F 625 125 1000 625 625 125 3125 250 625 G625
B 125 125 125 250 500 250 625 125 1000 1000
Cephalotin 156 3125 3125
Fluconazole 4 4 4 8 05 3125 1

Tabla 3.- Actividad
antimicrobiana de
extractos contra cepas
bacterianas y aislados de
levadura usando un
ensayo de microdilucién °

Los valores de CMI en g ml™; MIC> 1000 pg ml™; L: hojas; F: flores; B: corteza; R: raiz; S: tallo; S.
a. Staphylococcusaureus ; E. f. Enterococcus, faecalis ; C. a. Candida albicans ; G. Candida glabrata ; C.
t. Candida tropicalis ; C. k. Candida krusei ;C. p. Candida parapsilosis .

Los reportado por Salazar-Aranda y cols del efecto encontrado de Chrysactinia

mexicana Gray contra aislados clinicos de Candida albicans es contrario al

encontrado en esta investigacion lo que concuerda por lo reportado por sefidkon F
y Cols en 2006; Guan W y Cols en 2007; Da Porto y Cols en 2009 en donde
podemos resaltar que las propiedades funcionales de extractos varian con la

proporcion de los compuestos presentes de igual manera demuestran que la

composicidon de los aceites esenciales y los extractos pueden variar de acuerdo al

método de extraccion utilizado, estas variaciones radican en diferencias de

proporcién de los compuestos e incluso en diferencias en el ndmero de

compuestos®’.
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IV.-OBJETIVOS

4.1.-GENERAL

Evaluar el efecto fungicida de Chrysactinia mexicana Gray sobre aislados clinicos
de Candida albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial cervical.

4.2.-ESPECIFICOS

» Caracterizar el aislado clinico de referencia.

+ Identificar la concentracibn minima inhibitoria y letal del aceite esencial en
el aislado clinico de referencia.

» Conocer el efecto del aceite esencial sobre la morfologia del aislado de
referencia.

» Probar la concentracién minima inhibitoria y letal en los aislados clinicos de

Candida albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial cervical.
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V.-HIPOTESIS

Ho.-El aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray no tiene un efecto fungicida
sobre los aislados clinicos de Candida albicans de mujeres con neoplasia

intraepitelial cervical.

H,.-El aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray tiene efecto fungicida sobre
los aislados clinicos de Candida albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial

cervical.

Tesis de licenciatura Cristian Mendoza Hernandez Pagina 26



VI.-METODOLOGIA

6.1.- Tipo de estudio

Investigacion de tipo experimental.

6.2.-Obtencidén de la materia vegetal

Chrysactinia mexicana Gray en etapa de floracion se recolecto en el mes de Julio
a las 10:30 am en Guadalcdzar municipio de San Luis Potosi entre el kilbmetro 5
y 6. (Figura 10) La materia vegetal fue autentificada por el taxbnomo José Garcia
Pérez con el codigo SLPM37571 depositado por Isidro Palacios herbolario del

instituto de zonas desérticas de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

[

Figura 10.- Chrysactinia mexicana Gray recolectada

en etapa de floracion.

6.3.-Obtencion de aceite esencial

La materia vegetal se secO bajo sombra por 72 horas, posteriormente se trituro y
se cerni6 obteniendo un tamafio de particula de 1750 micras para la
homogenizacion de la muestra, con un peso total obtenido de 1.8 kilogramos.

El aceite esencial fue extraido mediante la técnica de arrastre de vapor (figura 11),
se colocé 50grs de materia vegetal en cada ciclo de 8 horas, repitiendo el proceso
hasta terminar el total de la materia vegetal y se recuperd aceite esencial del agua
floral por la técnica de separacion por densidades en un embudo de separacion
florentino (Figura 12). El aceite esencial fue almacenado a 4°C en frasco ambar.
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et TLL

Figura 11.- Sistema de extracciéon

de aceite esencial por arrastre de

vapor.

6.4.- Cepas utilizadas

Las cepas utilizadas fueron 11 aislados clinicos de pacientes con diagndstico de

candidiasis vaginal y NIC (Tabla 4)

Numero

Numero interno de cepa

1

1

5

7 (cepa de referencia)

8

10

11

12

13a

[(o} och BLN] Ner} NO2 | RN~ OVR I \N)

16

[
o

17

[EE
[EE

18

Tabla 4.- Aislados clinicos de Candida albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial

cervical utilizados
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6.5.- Caracterizacion del aislado clinico de referencia

Para la caracterizacion del aislado clinico de referencia se realiz6 la prueba de
tubo germinal en plasma fresco. Se tomo6 una colonia de Candida albicans que fue
crecida previamente en medio YPD solido por 24 horas a 37°C , la colonia se
inoculo en 1ml de plasma fresco que se incubo a 37°C durante 3 horas
(Incubadora Wiseven® modelo: WOF-105); Posteriormente las células se
observaron en un microscopio de campo claro con un aumento de 40x.

(Microscopio Carl Zeiss® modelo: Primo star)

Se realizé una prueba enzimatica en CHROmagar Candida® en donde se estriaron
de manera independiente cada aislado clinico y se incubaron a 37°C durante 48
horas, posteriormente se observo y registro el cambio de color de las colonias. El
color esperado para Candida albicans fue verde claro a mediano, azul verdoso a
azul metdlico para Candida tropicales, rosado claro con borde blancuzco para
Candida krusei y color crema, rosado o malva de claro a oscuro para Candida

glabrata.

6.6.-Condiciones de crecimiento de Candida albicans

Las cepas se crecieron en medio YPD liquido por 48 horas a una temperatura de
28°C a 120 revoluciones por minuto (RPM) para obtener cultivos en fase
estacionaria. EI medio de cultivo YPD contiene extracto de levadura 10g/L,
peptona de caseina 20g/L y dextrosa 20g/L. Cuando a se requiri6 de medio YPD

solido se adiciono agar 20g/L.

6.7.- Determinacidn de concentracién minima inhibitoria y letal del aceite

esencial sobre Candida albicans

A partir de un cultivo en fase estacionaria se inoculo la cepa a 10Dggonm €n 10ml
de YPD liquido y se agregaron las diferentes concentraciones en cada uno de los
tubos en el siguiente orden 5ul, 30pl, 35ul, 36ul, 37ul, 39ul, 40ul, 50ul y 100ul de
aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray, ademas se adicionando 125l
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(1.25%) de Dimetil sulfoxido (DMSO) como disolvente del aceite esencial y e
incubaron por 24 horas a 28°C a 120 RPM. En el ensayo se incluyé como control
a Candida albicans crecida con DMSO al 1.25%, sin aceite esencial y en otros 3
tubos Céandida albicans y diferentes concentraciones de agua floral, el primero

con 8ul, el segundo con 16yl y el ultimo con 32l.

Transcurridas las 24hrs se ajustd nuevamente a 10Dgoonm €n un mililitro de agua
destilada estéril, enseguida se lavaron las células y se centrifugaron a 13,000
RPM por 30 segundos, se decant6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en
1ml de agua destilada estéril. Se realizaron microdiluciones seriadas en una placa
de 96 pozos las cuales se gotearon inmediatamente en cajas de Petri con medio
YPD agar y se colocaron en incubacion a 28°C por 48 horas, se tomaron
fotografias en dos tiempos a las 24 y 48 horas y se registraron los resultados

encontrados.

6.8.- Confrontacién de la concentracion minima inhibitoria y letal del aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray en aislados clinicos de Candida

albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial cervical.

A partir de los cultivos de los aislados clinicos en fase estacionaria, se calculd la
cantidad necesaria de cada preinoculo para ajustar la concentracion de 10Dgoonm
en 10ml de medio YPD liquido. Se inocularon 3 tubos de ensayo con 10ml de
medio YPD liquido por aislado clinico, uno de ellos solo con Candida albicans
como control de crecimiento, uno mas con 30ul de aceite esencial (concentracion
minima inhibitoria) donde inicia la sensibilidad de Candida albicans al aceite
esencial y un ultimo con 40ul de aceite esencial (concentracion minima letal)
concentracion minima requerida en donde se observé un efecto fungicida. A éstos
dos ultimos de les adiciono 125ul de DMSO como disolvente y se colocaron en
incubacion a 28°C a 120 RPM por 24 horas. Posteriormente se realizaron ensayos
de microdilucion y fueron sembrados en cajas de YPD agar y se colocaron en
incubacion a 28°C por 48 horas, tiempo en el cual se tomaron fotografias del

crecimiento a las 24 horas y 48 horas.
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6.9.- Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre la

morfologia de Candida albicans
6.9.1.- Obtencion del plasma

Se realiz6 una venopuncién a tres personas previo consentimiento informado,
obteniendo 16ml de sangre por cada una de ellas, la sangre se centrifugo a 3,500
RPM por 10 min y una vez separados los elementos formes el plasma se recupero
en tubos Eppendorf y se colocé 1ml de plasma por tubo, como producto final se
obtuvo cuatro tubos Eppendorf con 1 ml de plasma por cada una por persona.

6.9.2.-incubacion de Candida albicans con el aceite esencial

A partir de un cultivo de fase estacionaria se tomd la cantidad necesaria para tener
10Dsoonm €n 1 mililitro de plasma y se colocd en un tubo con la 3uL de aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray (concentracion minima inhibitoria
encontrada en el aislado de referencia) y también se prepar6 otro tubo mas pero
con 4uL de aceite esencial (concentracion en donde se observé un efecto
fungicida en el aislado de referencia), a ambos tubos se les adiciono 12.5ul de
DMSO como disolvente y como controles se incluyé un tubo con Candida albicans
sin aceite esencial y un ultimo con Candida albicans y DMSO al 1.25% sin aceite

esencial.

Los tubos obtenidos se pusieron en incubacién a 37°C por 3 horas, ya concluido
este tiempo se llevaron a centrifugacion a 13,000 RPM por 30 segundos y se
descart6 el sobrenadante, la pastilla obtenida se resuspendio en 1ml de aguas
destilada estéril y posteriormente la preparacion se observé mediante un

microscopio de campo claro a un aumento de 40x.
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6.9.3.- Cuantificacion de levaduras e hifas

La cuantificacion de las levaduras e hifas se realiz6 en la camara de Neubauer y

se visualizé en un microscopio de campo claro con un objetivo 40x.

La cuantificacién se realiz6 utilizando el cuadro central (Figura 13) de la camara de
Neubauer y contabilizando 5 de los cuadros medianos (Figura 14) discriminando
el nimero de levaduras asi como de hifas para obtener el valor porcentual del

cambio morfolégico.

bedetiib e ity

NEEN N IParys
B s S HEE SR NE AT

Figura 13.- Cuadro grande central de la

; Figura 14.- Ejemplo de recuentos
camara de Neubauer:

por grupos en camara de Neubauer

Ejemplo:
o oo
o
o
|___|

Levaduras Hifas

15 2

20 0 45 =45 =0.93 =—> El 93% son levaduras y el 7 % hifas

10 1 45+ 3 48

45 3
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VII.-RESULTADOS
7.1.-Caracterizacion del aislado clinico

Se caracteriz6 el aislado clinico de referencia mediante la prueba de filamentacion
precoz y la prueba bioguimica con CHROmagar Candida donde se observa que el
aislado de referencia formo tubo germinal (Figura 15) y mostro un color verde claro
en CHROmagar Candida probando de esta manera que el aislado de referencia se
trata de Candida albicans (Figura 16).

‘
Aislado de
referencia
‘ 1
Figura 15.- Produccion de tubo Figura 16.- Crecimiento de la cepa en
germinal o  filamentacion CHROmagar Candida albicans.

precoz por Candida albicans

7.2.-Aceite esencial obtenido de las extracciones por arrastre de vapor

Se realizaron 36 extracciones por arrastre de vapor de materia vegetal de
Chrysactinia mexicana Gray donde se obtuvo un rendimiento de 500ul/50g de
aceite esencial con una densidad de 841.8mg/cm® y cumple con las

caracteristicas de densidad, color y olor.
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7.3.-Ensayos de control de crecimiento de Candida albicans con DMSO y
agua floral

Se observo que no existe efecto sobre el crecimiento de Candida albicans con el
DMSO al 1.25% (Figura 17) asi como en los diferentes volimenes de 8ul, 16ul,
32ul de agua floral utilizadas (Figura 18).

‘ 24 horas ‘ 48 horas ‘

Candida albicans

C.a + DMSO 1.25%

C.a+ DMSO 1.25%

C.a+ DMSO 1.25%

Figura 17.- Crecimiento de Candida albicans en presencia de DMSO al 1.25%.

24 horas 48 horas

8ul de agua floral

16ul de agua floral

32ul de agua floral

Figura 18.- Crecimiento de Candida albicans en presencia de diferentes
concentraciones de agua floral.
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7.4.- Concentracion minima inhibitoria y letal del aceite esencial de

Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida albicans

Las concentracion del aceite esencial donde el total de las células de Candida
albicans no muestran crecimiento, corresponde a la concentracion minima letal de
40ul (Figura 19 y 20). La concentracion minima inhibitoria encontrada es de 30ul
del aceite esencial, en donde se observa que inicia el efecto de este sobre el
crecimiento de Candida albicans (Figura 20). En las concentraciones de 35ul,
36ul, 37ul, 39ul del aceite esencial tiene un efecto gradual en la disminucion de

crecimiento de Candida albicans dependiente de concentracion (Figura 21).

Candida albicans

C.a + DMSO + 5ul de aceite
C.a + DMSO + 40yl de aceite
C.a + DMSO + 45ul de aceite
C.a + DMSO + 50ul de aceite

C.a + DMSO + 100yl de aceite

Figura 19.- Efecto letal del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray
sobre crecimiento de Candida albicans.

24 horas 48 horas

Candida albicans

C.a + DMSO + 5ul de aceite
C.a + DMSO + 30ul de aceite
C.a + DMSO + 35ul de aceite

C.a + DMSO + 40ul de aceite

Figura 20.- Disminucién de crecimiento de Candida albicans en presencia
del aceite esencial.
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24 horas 48 horas

Candida albicans
C.a + DMSO + 354l de aceite [m

C.a + DMSO + 36yl de aceite

C.a + DMSO + 37ul de aceite

C.a + DMSO + 39ul de aceite —

Figura 21.- Efecto en el crecimiento de Candida albicans en presencia del
aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray.

7.5.- Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre aislados

clinicos de Candida albicans de mujeres con neoplasia intraepitelial cervical.

Los aislados clinicos muestran el mismo crecimiento en presencia del aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray a una concentracion de 30uly 40ul a las
48hrs (Figura 22 y 23); solo se observa en los aislados clinicos 11, 12, 16 y 17 un
discreto efecto en la disminucién de crecimiento en la concentracion de 40ul a las

48hr en la dilucion -3.

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

Focer Joses
joos: leoea.

Flgura 22.- Efecto en el crecimiento de aislados clinicos en presencia de aceite esencial
de Chrysactinia mexicana Gray. Panel: | aislado clinico (1), Il aislado clinico (5), Lineas:
(A) sin aceite esencial, (B) 30ul de aceite esencial y (C) 40ul de aceite esencial.
Crecimiento de 24 y 48 horas.
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48 horas

24 horas 48 horas

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

Figura 23.- Crecimiento de aislados clinicos en presencia de aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray. Panel: Il aislado clinico (8), IV Aislado clinico (10),
V aislado clinico (11), VI aislado clinico (12), VII aislado clinico (13a), VIl aislado clinico
(16), IX aislado clinico (17), X aislado clinico (18). Lineas: (A) sin aceite esencial, (B)
30ul de aceite esencial y (C) 40ul de aceite esencial. Crecimiento de 24 y 48 horas.
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7.6.- Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre la

morfologia de Candida albicans

El aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray, tiene efecto inhibitorio sobre la
formacién del tubo germinal en la cepa de referencia de Candida albicans en la
concentracion minima inhibitoria en un 99.4% y en la concentracion minima letal
es del 100%. (Figura 24 C y D). EI DMSO al 1.25% no tiene efecto en el cambio de
la morfologia de Candida albicans. (Figura 24 Ay B)

Figura 24.- Crecimiento de tubo germinal en presencial de aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray. Panel: (A) Candida
albicans sin aceite esencial, (B) Candida albicans con 1.25% de
DMSO, (C) Candida albicans con la concentracibon minima
inhibitoria del aceite y (D) Candida albicans con la concentracion
minima letal del aceite.
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VIII.-DISCUSION

La capacidad de Candida albicans para infectar esta respaldada por una amplia
gama de factores de virulencia, que incluyen la transicién morfolégica de levadura
a hifa, la expresion de adhesinas e invasinas en la superficie celular, la formacién
de biofilm, la conmutacion fenotipica, la secrecién de enzimas hidroliticas, la
rapida adaptacion a las fluctuaciones en el pH, flexibilidad metabdlica, potente
sistema de adquisicién de nutrientes y mecanismos de respuesta robustos®. Por lo
anteriormente mencionado los tratamientos terapéuticos actuales estan enfocados
en el control de crecimiento y el bloqueo del cambio morfolégico, tal como la

formacién de hifas.

Las hifas son un factor importante en la invasién de tejidos del huésped, esto
debido a la capacidad de adherirse a las células epiteliales y endoteliales. Ademas
el crecimiento de la forma filamentosa favorece en la penetracion de la célula o
tejido ya que la hifa es idonea para abrir la brecha entre las barreras tisulares
gracias a que su punta se secretan enzimas capaces de degradar proteinas,
lipidos y otros componentes celulares, esto facilita su infiltracibn en sustratos
sélidos y tejidos. Por lo anterior en los Ultimos afios la inhibicion de este
mecanismo biolégico se ha convertido en un blanco de interés, dichas
investigaciones se centran en el uso de diferentes ingredientes activos contra esta

especie del género Candida®

En la presente investigacion se observo que tras la utilizacion del aceite esencial
de Chrysactinia mexicana Gray contra Candida albicans el cambio dimorfico de
ésta levadura es inhibido en su totalidad y por consiguiente la capacidad invasiva
de este patdgeno podria disminuir, este hallazgo cobra gran importancia como una
nueva propuesta para continuar estudiando este fendmeno y asi generar bases
cientificas que puedan tener una futura aplicacion en control y tratamiento de

infecciones causadas por Candida albicans.
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Por otro lado si bien la mayoria de las mujeres estan expuestas a candidiasis
esporadica asi como recurrente a pesar de no tener ninguno factor de riesgo, el
porcentaje de padecer Candidiasis vaginal en las mujeres con un diagnostico de
NIC aumenta considerablemente, ya que el dafio al epitelio cervical causado por
los diferentes serotipos del VPH, crea un ambiente favorable para la proliferacion e
invasion de patdégenos oportunistas, tal es el caso de Candida albicans, por lo
tanto es importante poner especial atencion a este grupo de mujeres susceptibles
y asi poder aplicar medidas de prevencion y control de infeccione flngicas,

reduciendo los indices de morbilidad y mortalidad en los pacientes de alto riesgo.

Un hallazgo notable en esta investigacion, fue el hecho de que la gran mayoria de
los aislados clinicos de mujeres con candidiasis y NIC, no mostraron una
susceptibilidad al aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray cuando se
utilizaron las concentraciones minimas inhibitorios y letales delimitadas en el
aislado de referencia, si bien es sabido los aislados clinicos en comparacion con
las cepas de laboratorio, pueden reflejar la expresion de factores de virulencia y/o
patogenicidad por un mayor tiempo en comparacion con estas, por lo cual los
resultados encontrados en esta investigacion no son indicativos de un nulo efecto
del aceite esencial, si no la necesidad de probar una mayor concentracion del

MisSMo en ensayos posteriores.

El efecto fungicida encontrado en la cepa de referencia podria estar dado por
alguno(s) de los 30 compuestos del aceite esencial que se conoce de Chrysactinia
mexicana Gray por cromatografia de gases y espectrofotometria de masas, en
donde los tres en mayor concentracion son eucalyptol con 41.3%, piperitona con
37.74% vy linalyl acetato con 9.08%; de igual manera estos tres han sido probados
contra Aspergilus flavus en donde Unicamente la piperitona inhibié efectivamente
el crecimiento micelial y una completa inhibicion de crecimiento se observo a una
concentracion de 0.6mg/mi*°.

Otro dato interesante obtenido en este estudio acerca del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray fue el efecto fungicida sobre Candida albicans, en

contraste con lo reportado por Salazar Aranda en 2011°, donde no se observé
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ningun efecto sobre esta especie con extractos metanolicos derivados
Chrysactinia mexicana Gray de la planta nativa de Nuevo Leon, por lo que es
importante de mencionar que los derivados de las plantas extraidos por diferentes
métodos e incluso entre aceites esenciales, las caracteristicas varian
significativamente por las diferencias que existen entre las distintas especies de
plantas y quimiotipos, la procedencia geogréafica, estacion del afio y el
procedimiento de extraccién®* estas diferencias pueden ser extremadamente
importantes y cambiar completamente las propiedades quimicas o bioldgicas de

un aceite esencial.

Dentro de los hallazgos encontrados en los aceites esenciales se encuentra el
efecto antifungico que algunos de ellos posen; tal es el caso de Melaleuca
alternifolia que demostr6 ser eficaz contra Candida albicans, Candida glabrata y
Saccharomyces cerevisiae®® el aceite esencial de Cymbopogon nardus con un
efecto antifungico contra diferentes especies del genero Candida®,Satureja

montana,Origanum,*®por hacer mencién de algunas.

De forma particular al aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray se le han
atribuido diversas aplicaciones donde las mas evidentes son, la accion insecticida
de extractos ligeramente polares; accion antifangica por compuestos tales como
piperitona; ligera accidn estrogénica por cetosteroides; amebicida y la accion
antibacteriana de los flavonoides como flavan, 3-oles, acido galico y taninos
galicos; accién antidiarreica por taninos galicos (astringentes) y pectinas
(absorbentes); accion expectorante por eucaliptol, y la accién antioxidante de los

flavonoides (hepatoprotectores)®.

Si bien los mecanismos de accion de los aceites esenciales no estan claramente
descritos y considerando la gran variedad de compuestos quimicos que contienen,
es muy probable que su actividad antimicrobiana no sea atribuible a un
mecanismo especifico, sino a la accion combinada de varios de ellos sobre
distintas localizaciones de la célula. En el caso de bacterias Gram negativas
sensibles, asi como de las Gram positivas se reporta que los aceites esenciales se

introducen a través de los lipidos de la membrana celular y mitocondrial, alterando
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su estructura y haciéndolas mas permeables, como consecuencia tiene lugar una
fuga de iones y de otros contenidos celulares lo que puede llevar a la muerte

celular.>

Burt y Reinders propusieron que los aceites esenciales (oregano, tomillo y clavo,
entre otros) ejercen su efecto antimicrobiano sobre fosfolipidos de membrana
celular de las bacterias, provocando la formacion de poros y afectando la
permeabilidad de la membrana®™. Los componentes de los aceites esenciales
también parecen actuar sobre las proteinas de las células que se encuentran
embebidas en la membrana citoplasmatica, las enzimas ATPasas que se
encuentran localizadas en dicha membrana pueden ser alcanzadas por las
moléculas lipidicas, viéndose afectada la regulacion de energia y la sintesis de

componentes estructurales >*.

Conner y beuchat sefialaron que la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales en levaduras se debe al dafio ocasionado a alguno de los sistemas
enzimaticos involucrados en la produccidén de energia y sintesis de componentes
estructurales. Algunos compuestos fendlicos cruzan la membrana citoplasmatica e
interaccionan con proteinas y enzimas de membrana, causando un flujo opuesto

de protones afectando la actividad celular®®.

Una reciente publicacién indican que esta accidn antifingica de aceites esenciales
particularmente sobre Candida albicans afecta la regulacion y la funcion de
importantes enzimas unidos a membrana que catalizan la sintesis del niumero de
componentes principales de polisacaridos de pared celular, tales como beta-
glucanos, quitina y manano, perturbando asi el crecimiento celular y la

morfogénesis.>’

En un estudio reciente realizado por E. bona y cols, a través de microscopia
electronica se analizdé el dafio ocasionando por aceites esenciales a Candida
albicans, se uso aceite esencial de orégano y el efecto que se observo fue en los
organulos que estaban desorganizados; el ndcleo mostré zonas condensadas y

una membrana desorganizada; con el aceite esencial de Satureja montana se
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encontré de igual manera desorganizacion de organulos y nucleo con cromatina
no condensada, junto con la presencia de vacuolas autofagicas y a altas
concentraciones indujo una disrupcidn total de los organulos celulares y finalmente
las células se encogieron; ademas se origind una reduccion significativa en el

espesor de la pared celular, particularmente relacionada con la capa fibrilar.*®

En general los resultados de esta investigacion demuestran la eficacia del aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray contra Candida albicans, inhibiendo el
crecimiento asi como el cambio morfoldgico. En estudios futuros la investigacion
podria ser enfocada en determinar ¢,cual 6 cuales? de los compuestos del aceite
esencial es el responsable de los resultados observados, cuales son los
mecanismo regulacion a nivel genético que estan involucrados para la inhibicion

del cambio morfolégico asi como su posible mecanismo de accién.
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IX.-CONCLUSIONES

El aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray posee propiedad antifUngica
contra Candida albicans, ademas demostré ser capaz de inhibir la formacion y
proliferacion de hifas las cuales son uno de sus principales factores de virulencia
convirtiéndolo en un prometedora alternativa de tratamiento contra las infecciones

fungicas casadas por este patdgeno.

Los aislados clinicos de Candida albicans son resistentes a la concentracion

minima letal usada en la cepa de referencia.
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X.-PERSPECTIVAS

Conocer los compuestos contenidos en el aceite esencial a través de
cromatografia de gases y espectrofotometria de masas ya que el aceite esencial
trabajado en esta investigacion en comparacion con el utilizado por Cardenas-

Ortega y Cols, si incluyé la flor de Chrysactinia mexicana Gray.

Dilucidar cuéles de los compuestos del aceite esencial de Chrysactinia mexicana

Gray son los responsables de los efectos reportados en este trabajo.

Identificar en cual de las fases del crecimiento de Candida albicans se produce el
efecto fungicida del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray por lo que se

realizaria a través de ensayos en las fasces exponencial y logaritmica.

Conocer si existe algun cambio en la morfologia de la membrana y/o organelos de
Candida albicans en las concentraciones minima inhibitoria y letal obtenidas en
este trabajo y se propone realizarlo a través de microscopia electronica de

transmision.

Pensando en su futura utilizacion como tratamiento de la infeccién causada por
Candida albicans en humanos, es necesario probar el aceite esencial en forma
total o solo algunos de sus compuestos en células de mamifero en condiciones in

vitro e in vivo para conocer su citotoxicidad.
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