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Resumen

Introduccion: El 80% de la poblacién mundial depende del uso de la medicina
tradicional, en especial de los remedios herbolarios. Existen cerca de 250,000
plantas con metabolitos secundarios a los que se les atribuyen actividad
farmacoldgica, con efectos antiproliferativos, bactericidas, anticolinérgicos,
bactericidas y antifUngicos por mencionar algunos, dichos metabolitos se
encuentran en gran porcentaje en los aceites esenciales de las plantas.
Objetivo: Evaluar el efecto del acetato linalilo sobre Candida albicans,
Escherichia coli y la linea celular de cancer cervicouterino SiHa.

Metodologia: Se utilizo la técnica de microdilucion en placa de 96 pozos para
conocer la concentracion minima inhibitoria del acetato de linalilo y del aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida albicans. Se realizaron
curvas de crecimiento de Escherichia coli en presencia del acetato de linalilo
para calcular su CLso. Se utuliz6 un método colorimétrico cuantitativo para
determinar la viabilidad de las células SiHa en presencia de acetato de linalilo.
Resultados: El acetato de linalilo y el aceite esencial de Chrysactinia
mexicana Gray afectan totalmente la formacién de colonias de candida
albicans en fase estacionaria logaritmica y en ensayo de 24h. Se muestra una
CLsp de 71.19mg/ml del acetato de linalilo sobre Escherichia coli. El acetato de
linalilo favorece la viabilidad de las células SiHa a las 72h. Conclusiones: El
acetato de linalilo tiene efecto antifingico sobre Candida albicans en ensayos
de 24h, fase estacionaria y fase logaritmica. El acetato de linalilo tiene efecto
bactericida sobre Escherichia coli. El acetato de linalilo no tiene efecto

antiproliferativo sobre la linea celular de cancer cervicouterino (SiHa).

Palabras clave: Candida albicans, Escherichia coli, SiHa, acetato de linalilo,

aceite esencial.
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|. Introduccidén

En el mundo los sistemas de salud arrojan datos que apuntan a un aumento en las
enfermedades infecciosas 1o que ocasiona un aumento en los costos para la
atencién sanitaria publica, aunado a esto la situacion actual en los servicios de
salud vuelven atractiva a la medicina tradicional como una opcion eficaz para
tratar las enfermedades, prevenirlas, mejorar y mantener el estado de salud.
Debido al gran interés por la medicina tradicional a nivel mundial con el paso del
tiempo, la Organizacion Mundial de la Salud desde 1988 propone implementar
programas nacionales y ampliar investigaciones para el desarrollo de
conocimiento que respalden su utilizacion segura y eficaz, de igual manera

fortalecer su relacion con los sistemas de salud?.

Los medicamentos herbarios dentro de la medicina tradicional son ampliamente
estudiados, en Estados Unidos representan al menos el 25% del total de
medicamentos  prescritos por recetas médicas®®. Sin embargo, son
particularmente sus principios activos quienes encabezan una larga lista de
investigaciones, ya que presentan actividad farmacolégica y se les atribuyen
efectos terapéuticos. Dichos compuestos se encuentran en gran porcentaje en los
aceites esenciales de las plantas, estos son mezclas volatiles caracterizadas por
un fuerte aroma, provenientes del metabolismo secundario de las plantas y en su
mayoria estan constituidas por terpenos, a los que se les atribuyen efectos
antiproliferativos, bactericidas, anticolinérgicos, bactericidas y antifUngicos por

mencionar algunos, los cuales han sido utilizados en la medicina tradicional® °.

Un ejemplo de planta utilizada en la medicina tradicional es Chrysactinia mexicana
Gray a la que se le atribuyen efectos terapéuticos sobre enfermedades
respiratorias, infecciones de la piel e incluso existen antecedentes que demuestran
su actividad antibacteriana, antifingica entre otros® ’. Sin embargo ha sido poco
estudiado el efecto del aceite esencial de esta planta, asi como de alguno de sus
principales compuestos que se encuentran en mayor concentracion en el aceite

esencial tales como piperitona, eucaliptol y acetato de linalilo.
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Pagina | 1



En el presente estudio se muestra el efecto del acetato de linalilo sobre diferentes
tipos celulares reportados con cierto nivel de resistencia hacia los medicamentos
de eleccion para su tratamiento y que a pesar de los intentos de la industria
farmacéutica para crear nuevos farmacos, los cambios genéticos que
experimentan los diferentes tipos celulares les han permitido sobrevivir y se ha
convertido en un hecho alarmante en materia de salud, como es el caso de
bacterias como Echerichia coli, hongos como Candida albicans o células

cancerigenas® .

Diversas publicaciones muestran que Candida albicans es el principal agente
etiologico aislado del total de las infecciones fangicas a nivel mundial con un 43%.
Con respecto a Escherichia coli existen diversos serotipos capaces de desarrollar
procesos infecciosos y evolucionar hasta tres sindromes con sintomatologia y
severidad diferentes, afectando a grandes grupos de poblacién vulnerable, debido
a su féacil contagio' Escherichia coli y Candida albicans son microorganismos
reportados como resistentes a ciprofloxacino, clotrimazol y anfotericina B

respectivamente, lo cual representa un problema importante de salud publica™
11,12,13, 14, 15,16

Por otro la lado, las investigaciones en células cancerigenas a lo largo del tiempo
ha sido a través del uso de lineas celulares como modelo de estudio in vitro para
probar diferentes compuestos derivados de las plantas con la finalidad de conocer
un posible efecto antiproliferativo. La linea celular SiHa proveniente de carcinoma
epidermoide de cérvix humano y es un modelo de estudio para el cancer
cervicouterino (CaCu) dada su importancia, ya que a nivel mundial en el afio 2012
se estima que hubo unos 445 000 casos nuevos (84% de los nuevos casos
mundiales), ocupaba el cuarto lugar entre los canceres en las mujeres y el
segundo mas frecuente en América latina,. EI Sistema Nacional de Salud en
México en el afio de 2006 brindé atencion médica aproximadamente a 9,000

casos de CaCu invasor y se registron 4,000 muertes anualmente®’ 819,
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Por todo lo anterior el presente estudio se enfocé en evaluar el efecto del acetato
de linalilo sobre Candida albicans, Escherichia coli y en la linea celular SiHa. Se
conoce que el acetato de linalilo es un monoterpeno que no solamente se
encuentra como componente mayoritario de Chrysactinia mexicana Gray, también
esta presente en algunas plantas como en Lavandula angustifolia y en bergamota.
Tiene diversas aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria,
sin embargo se le atribuyen algunas actividades biolégicas, entre ellas

antiinflamatorias, fungicidas y bactericidas®.
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Il. Planteamiento del problema

Se calcula que en el mundo aproximadamente mas de 300 millones de personas
al afo sufren una infeccion fungica grave, las cuales provocan 1, 350,000
defunciones®. Sin embargo las infecciones mas frecuentes son aquellas que
afectan a mucosas y piel, provocadas principalmente por el género Candida, de
las cuales la especie Candida albicans es responsable del 70% del total de las

infecciones por este género™ 2,

Para el afio 2016 Candida albicans fue el patdégeno que origino la mayoria de los
casos de candidiasis sistémica o candidemia con una incidencia de 0.96 casos por
1000 ingresos en Estados Unidos, en Europa se estima una incidencia de 0.38
casos por cada 1000 ingresos, mientras que en América latina se encuentra la
incidencia mas alta de 1.96 casos por cada 1000 ingresos con una tendencia a
seguir aumentando; la mortalidad oscila entre 38 y 52%, lo cual llevo a un uso
extremo y generalizado del limitado numero de farmacos para su tratamiento y
prevencion, originando resistencia a mdltiples farmacos antifungicos,
principalmente a la clase de farmacos de los azoles. Ademas de que los costos por

cada episodio de candidemia se estiman entre 34,000 y 45.000 délares®? 2 24 2°,

Las infecciones fungicas no son el Unico problema a resolver para la salud publica,
ya que para principios del afio 2017 las enfermedades diarreicas se posicionan en
la segunda causa de muerte de nifios menores de cinco afios, provocando cerca
de 525,000 defunciones en niflos cada afio. Se calcula que mundialmente se
producen 1700 millones de casos de enfermedades diarreicas®®. De estos casos
Escherichia coli es de los principales agentes causales de estas enfermedades
originando complicaciones graves, ya que algunas cepas como la
enterohemorragica tiene la capacidad de producir en un 2 a 7% del total de las
personas que la portan Sindrome Hemolitico Urémico (SHU), dejando secuelas
importantes como insuficiencia renal crénica o hipertensién arterial en un 30% de

los pacientes, con un letalidad de hasta el 10%*’.
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La facilidad de contagio de esta bacteria es una de las preocupaciones, ya que la
falta de seguimiento en las practicas basicas de higiene de los alimentos es la
principal fuente de infeccion®®. En México poco mas de 25.4 millones de personas
carecen de acceso a los servicios basicos, los cuales son extremadamente
necesarios para evitar el contagio y desarrollo de las enfermedades diarreicas

producidas por las diferentes cepas de Escherichia coli®®.

Estos dos microorganismos antes mencionados se encuentran en la flora normal
del ser humano, que en la mayoria de los casos en condiciones normales por si
solo se encarga de limitar su invasion y diseminacién. Pero en ambos casos, la
gravedad y el tipo de infeccion dependera en gran parte de las caracteristicas del
huésped ya que son una causa importante de morbimortalidad en pacientes con
sistema inmunoldgico comprometido, como son los pacientes hospitalizados por

tiempos prolongados, con algun tipo de trasplante, corticoterapia cronica, adultos
mayores, neonatos, pacientes oncolégicos por mencionar algunos'® 26 28293031
Se ha demostrado que en pacientes bajo tratamiento de quimioterapia los
microorganismos mas frecuentes asociados a infecciones son hongos como
Candida albicans y bacterias principalmente gramnegativos como Escherichia
coli, esta ultima presentando resistencia a las fluoroquinolonas, siendo
resistente en mas de la mitad de los pacientes en los que se administra en
diferentes partes del mundo®® %,

Candida albicans por su parte es considerada un desafio para el periodo
perioperatorio siendo asociada con mortalidad y morbilidad durante este

periodo?°.

La resistencia de estos agentes infecciosos a algunos de sus tratamientos se
vuelven un riesgo para el éxito de los tratamientos para el cancer,
principalmente en cirugias mayores y quimioterapias debido a la ausencia de
antimicrobianos eficaces, lo que prolonga la estancia hospitalaria, requiriendo

mayor cantidad de pruebas diagndsticas y mayor cantidad de farmacos,
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volviéndose mas costosa la atencion sanitaria en pacientes con infecciones
resistentes en comparacion con la de los pacientes con infecciones no

resistentes'?.

El cancer ademas de ser una enfermedad invasiva y dolorosa, el costo de su
tratamiento alcanza hasta los 100,000 pesos por ciclo de quimioterapia, con una
duracion de 21 ciclos por 5 afios aproximadamente, aunado a esto los tratamientos
convencionales presentan efectos secundarios nocivos y agresivos hacia los
pacientes dafiando principalmente a oOrganos y sistemas importante como al

sistema nervioso, gastrointestinal, sanguineo entre otros>® 343,

Por todo lo anterior existe la necesidad de proponer e investigar nuevas
alternativas terapéuticas para estas enfermedades en donde los microorganismos
muestran resistencia a sus tratamientos de eleccién y los efectos adversos son
agresivos con multiples efectos secundarios, por lo que actualmente la
investigacion de la medicina tradicional ha tenido un gran auge para tratar,
prevenir y mantener la salud frente a las principales enfermedades cuyos
tratamientos no son suficientes o bien sus agentes infecciosos presentan

resistencia®*.

A pesar de los antecedentes cientificos sobre los efectos de las plantas, de las
250,000 plantas de uso medicinal tan solo del 5 al 15% han sido estudiadas, entre
ellas se encuentran la planta Humulus lupulus, Galphimia glauca, Valeriana pilosa,
Hesperomeles ferruginea entre muchas otras por lo que es necesario potenciar la
investigacion de plantas de México y mas aun nativas del estado de San Luis
Potosi con el fin de crear nuevas propuestas para futuros medicamentos contra
los agentes patdgenos resistentes a sus tratamientos de eleccién y lograr
disminuir los efectos secundarios nocivos de algunos farmacos, con el objetivo de
tener al alcance tratamientos farmacoldgicos eficaces para evitar los tiempos
prolongados en las hospitalizaciones, costos elevados y aportar una posible

solucién a un problema importante de salud publica 3% 3738,
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En el presente trabajo se decido probar el acetato de linalilo uno de los
compuestos mayoritarios del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray para
conocer su posible efecto fungicida, bactericida y antiproliferativo. Los resultados
obtenidos en este trabajo aportan a la generacion de conocimiento de las ciencias

bésicas para una posible aplicacion terapéutica en el futuro.

lll. Pregunta de investigacion
¢Cuédl es el efecto del acetato de linalilo sobre C. albicans, E. coli y en la linea

celular de cancer cervicouterino SiHa?

¢ Cudl es el efecto del acetato de linalilo en interaccion con los compuestos del

aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre C. albicans?
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IV.Marco Teodrico

4.1Candida albicans
4.1.1 Clasificacién taxonémica®

- Dominio: Eucarya
- Reino: Fungi
- Divisién: Eumycota
- Subdivision: Deuteromycotina
- Clase: Blastomycetes
- Familia: Cryptoccocaceae

- Género: Candida

4.1.2 Caracteristicas micoldgicas

Es un hongo polimérfico capaz de realizar transiciones reversibles en sus tres
morfologias debido a su capacidad de desarrollar pseudohifas, hifas y
blastoconidios los cuales son células gemantes subésfericas de entre 3-8 x 2-7 nm
de las cuales se generan un tipo de clamidosporas unicelulares, redondas u
ovaladas con pared gruesa refringente de aproximadamente 8-16 nm. Sus
colonias se caracterizan por un crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas con
apariencia cremosa® “°. Por otro lado las hifas son estructuras multicelulares que
se caracterizan por su crecimiento hiperpolarizado y la inhibicion de la separacion
celular originando filamentos en los que las paredes laterales permanecen
paralelas respecto al septo. Las pseudohifas se encuentran como una forma
intermedia entre las levaduras e hifas, caracterizando su crecimiento con un
patrén de ramificaciones, siendo definida fenotipicamente por algunos autores
como células levaduriformes alargadas que a su vez permanecen unidas*" *?. (Ver

figura 1).
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Figura 1. Representacién de la morfogénesis en C. albicans® Tiene la capacidad de crecer en
tres formas morfolégicas distintas C. albicans. Levaduras, pseudohifas e hifas verdaderas. Por un
lado las células levaduriformes después de la citocinesis completan la separacion, las formas en
pseudohifas, cominmente crecen con patrones ramificados y finalmente el crecimiento de las hifas
verdaderas es continuo tras la citocinesis sin constricciones en la formacién del septo en

comparacion con las pseudohifas.43

4.1.3 Candidiasis en el ser humano

La candidiasis forma parte de las infecciones oportunistas con mayor frecuencia
en los seres humanos, universalmente la especie C. albicans es responsable del
70% del total de las infecciones por este género. En el afio 2016, C. albicans fue
el patégeno que caus6 la mayoria de los casos de candidiasis sistémica o
candidemia, presentando ademas resistencia a multiples farmacos antifungicos.

C. albicans es un importante patégeno oportunista comensal de los seres
humanos que pueden infectar una amplia gama de tejidos del cuerpo (sistema
gastrointestinal y mucosa oral) sin embargo cuando se enfrenta a un sistema
inmunologico intacto y una flora microbiana normal, no es capaz de desarrollar
algun tipo de infeccién ** 44,

Ciertos eventos criticos como tratamientos antibacterianos o alguna disfuncién del
sistema, son suficientes para que este hongo sobrepase la flora microbiana normal

de las mucosas originando la infeccion®.
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Las infecciones orales y vaginales producidas por C. albicans son las mas
comunes, incluso en pacientes comprometidos, aunque C. albicans también
produce infecciones que afecten a piel, uilas y mucosas. En resumen, la piel
hameda, mucosas orales y vaginales son lugares donde la infeccién por este

42, 46

patdégeno es frecuente (Ver figuras 2y 3).

4
#
»

Figura 2. Candidiasis oral pseudo-
membranosa®.

Es importante mencionar que los factores de virulencia juegan un papel
importante, ya que aparecen gracias a la expresion de un niumero determinado de
genes en un momento especifico, para conferir el fenotipo y virulencia de cada
sitio de infeccion. Entre los genes conocidos asociados a la virulencia de C.
albicans estan el gen de la hexosaminidasa (HEX1), diversos genes de
proteinasas asparticas (SAP1, SAP2, SAP3 y SAP4) y un gen que confiere
capacidad de producir tubos germinales y aumentar la adhesién (alNT1) *°.
Algunos de estos factores incluyen su capacidad para sobrevivir como comensal,
la adherencia a algunas células del hospedero, la secrecion de enzimas

degradativas y el cambio de morfologia“®.

4.2 Escherichia coli

Bacilo gramnegativo considerado como parte de la flora intestinal y principal
anaerobico facultativo (Ver figura 4). E. coli es una de las bacterias mas

abundantes en el intestino del ser humano y de algunos animales de sangre
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caliente.*” *® Actualmente existen seis serotipos de esta bacteria causantes de
diarreas de diferente gravedad en hospederos sanos, como E.
coli enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroagregativa (EAEC), adherente difusa (DAEC) y enteropatégena (EPEC) 2.
Los cuales pueden causar una variedad de enfermedades en el humano
incluyendo septicemia, neumonia, meningitis, infecciones en vias urinarias,

diarrea e incluso la muerte®.

Figura 4. E. coli. bacilos cortos
gramnegativos.*°

La cepa EHEC se encuentra en el agua o alimentos contaminados,
principalmente en la carne cruda o poco cocinada, la leche cruda y las hortalizas
contaminadas por materia fecal. Tiene una relevancia importante en cuanto a su
epidemiologia clinica debido a su capacidad de producir SHU, ya que se asocia a
la produccién de toxina Shiga, responsable de graves enfermedades a través de
los alimentos contaminados. Afecta principalmente a niflos menores de 5 afios, en
su mayoria a lactantes (82%), con un 10% de letalidad y un 30% de probabilidad
de causar secuelas graves, como insuficiencia renal crénica e hipertension

arterial'® >,

Al igual que EHEC, EPEC infecta principalmente a nilos menores de dos afos,
provocando diarreas de diversos grados, sin embargo a diferencia de ECEH,
utiliza diversos factores de virulencia para causar el dafio mediante complejos

mecanismos. Induce la lesién A/E (adherencia y esfacelamiento) a nivel intestinal,
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caracterizada por la degeneracién de las microvellosidades del enterocito (Ver
figura 5) °!. La diarrea causada por esta cepa, se relacionada con la pérdida
masiva de iones, consecuencia del desarreglo del citoesqueleto, la destruccion de

las microvellosidades y la secrecién de alguna enterotoxina®?.

Figura 5. Adherencia localizada de EPEC sobre
cultivo de células epiteliales Hep-2 in vitro. Las
flechas indican la caracteristica micro-colonia que
forman las bacterias sobre la superficie de las
células. >

4.3 Lineas celulares

Una linea celular se define como células de un tipo Unico (humano, animal o
vegetal) que se han adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que

se usan en investigacion®*.

Los ensayos in vitro son el método de estudio mas empleado en las distintas areas
de investigacion en los ultimos afios, especialmente en el estudio del cancer. La
técnica de cultivo de células se inicid con Harrison desde 1907 y posteriormente
con A. Cairel en 1912 y hasta la actualidad se ha vuelto indispensable para el
desarrollo de pruebas de citotoxicidad de extractos vegetales sobre lineas
celulares derivadas de neoplasias humanas para identificar nuevos principios

activos. Debido a los resultados obtenidos con este método de investigacion,
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diversos autores lo consideran como una técnica sensible y sencilla, con la cual se

logran obtener resultados reproducibles y estadisticamente validos®* >* °.

4.3.1 Linea celular SiHa

Linea celular derivada de tejido epitelial de cérvix con CaCu una sola copia de
VPH 16, proveniente de mujer asidtica de aproximadamente 55 afios, tienen la

caracteristica de ser adherentes en su medio de cultivo® (Ver figura 6).

4.3.2 Linea celular HatCaT

La linea celular HatCaT (Ver figura 7) utilizada en investigaciones cientificas.
Derivada de queratinocitos humanos inmortalizados de manera espontanea en
medio de cultivo a temperatura levada y una disminuida concentracion de calcio.
Es utilizada en gran medida ya que es un modelo reproducible debido a su alta
capacidad de diferenciacién y proliferacién in vitro®.

Figura 6. Linea Ce|u|ar SiHaﬂ Vistas en Figura 7. Linea Celulal’ HatCaT. Fuente direCta
microscopio de campo claro a 40x. Fuente
directa
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4.4  Chrysactinia mexicana Gray
4.4.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Chrysactinia

Especie: Gray

Chrysactinia mexicana Gray es conocida a lo largo del pais como hierba de San

Nicolas, falsa damiana, damianita, calanca, Yeyepaxtle o romerillo. Se encuentra

en el centro y norte del pais (Ver figura 8). Se le han atribuido propiedades contra

enfermedades respiratorias, infecciones de la piel, antifngicas

Figura 8. Distribucion de Chrysactinia mexicana
en México
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bactericidas, ademéas se sabe que es altamente consumida y comercializada en
América del Norte, en Meéxico y algunos paises de América del Sur por sus
propiedades antiespasmoédicas locales, sudorificas, diuréticas, antipiréticas,
antirreumaticas, ténicas y estimulantes® %%,

Chrysactinia mexicana Gray en el estado de San Luis Potosi fue autenticada por el
Taxénomo José Garcia Pérez del Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas
de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (Ver figura 9). Estudios previos
determinaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas la
composiciéon quimica del aceite esencial, en donde fueron caracterizados
diecisiete compuestos; de los cuales los mayoritarios son eucaliptol (41.3%),
piperitona (37.7%) y acetato de linalilo (9.1%)°% ®3.

R = 3 \ 7 o\) "}&, M
Figura 9. Chrysactinia mexicana Gray. Pequefio arbusto de entre 60cm,
hojas de color verde oscuro, etapa de floracién en el periodo de Abril - Octubre,

caracterizada por sus flores. Fuente directa
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4.5 Acetato de linalilo.

Acetato de linalilo no solamente se encuentra como uno de los compuestos
mayoritarios de Chrysactinia mexicana Gray, se encuentra también otras plantas
como Lavandula angustifolia, L. latifolia y en Bergamota. Tiene diversas
aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, sin embargo se
le atribuyen algunas actividades biologicas, entre ellas bactericidas, antifungicas y
antiinflamatorias®°°.

Por su estructura quimica secundaria (ver figura 10) es considerado como un
monoterpeno, es decir dos moléculas de un isopreno, con un peso molecular de
196.29 g/mol, férmula molecular de C12H2002 o0 CH3COOC10H17.

CH, CHs,

H,3C o

Figura 10. Estructura quimica secundaria de
acetato de linalilo®.
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V. Hipotesis

H,- El acetato de linalilo en interaccion con los compuestos del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray tiene mayor efecto fungicida sobre C. albicans, en
comparacion que cuando se utiliza solo.

Ho= El acetato de linalilo en interaccion con los compuestos del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray no tiene mayor efecto fungicida sobre C. albicans, en

comparacion que cuando se utiliza solo.

H,- El acetato de linalilo tiene efecto fungicida sobre C. albicans.

Ho-= El acetato de linalilo no tiene efecto fungicida sobre C. albicans.

H,- El acetato de linalilo tiene efecto bactericida sobre E. coli.

Ho= El acetato de linalilo no tiene efecto batericida sobre E. coli.

H,- El acetato de linalino tiene efecto antiproliferativo sobre linea celular de cancer
cervicouterino SiHa.
Ho- El acetato de linalino no tiene efecto antiproliferativo sobre linea celular de

cancer cervicouterino SiHa.
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VI.Objetivos

6.1 General

Evaluar el efecto del acetato linalilo sobre C. albicans, E. coli y la linea celular de

cancer cervicouterino SiHa.

6.2 Especificos

Identificar la concentracion minima inhibitoria del acetato de linalilo en

interaccion con los compuestos del aceite esencial de Chrysactinia mexicana
Gray sobre C. albicans en ensayos de 24h, en la fase estacionaria y

logaritmica.

- ldentificar la concentracion minima inhibitoria de acetato de linalilo sobre C.

albicans en ensayos de 24h, en fase estacionaria y logaritmica.
- Conocer la CLs de acetato de linalilo sobre E. coli.

- Conocer el porcentaje de viabilidad celular de la linea celular SiHa en

interaccion con acetato de linalilo.
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VIl. Metodologia
7.1 Descripcion del estudio
Se realizé un estudio cuantitativo, descriptivo de corte transversal.

7.2 Tipos celulares

Tabla 1. Células utilizadas en este estudio

Tipo celular Descripcién
Levadura C. albicans (SC5314)
Bacteria E. coli (MC400)
Mamifero Linea celular SiHa. (Carcinoma epidermoide de cérvix humano)
Mamifero Linea celular HatCaT (Queratinocitos humanos)

7.3 Medios de cultivos y condiciones de crecimiento.

C. albicans crecié en medio YPD (2% de peptona de caseina (BD Bioxon), 2% de
dextrosa (Fermont), 1% de extracto de levadura (BD Bioxon)), a 28°C a 120 rpm.
Para la preparacion de medio YPD sélido se le afiadio a la mezcla 10% de agar
(BD Bioxon).

Los cultivos de E. coli se crecieron en medio Luria Bertani (LB) al 4% (SIGMA), a
38°C a 120rmp.

La linea celular SiHa se incubaron en medio Dulbecco’s Modificado Eagle
Medium: Nutrient Mixtures (D-MEM/F-12) (Gibco® lot# 1517884) suplementado al
2% de antibidtico (penicilina-estreptomicina-neomicina SIGMA Lot LSBB9310V)
con suero fetal bovino al 10% (CORNING cellgro Lote 1024-6) a 37°C a una
atmésfera de 5% de COs.

7.4 Recoleccion de materia vegetal.

La planta Chrysactinia mexicana Gray se recolecto en el kilbmetro 5 del Municipio
de Guadalcazar en el estado de San Luis Potosi. Fue secada por 72h a
temperatura ambiente, posteriormente se separaron las hojas, tallos secundarios y

flores, el resto fue desechado. Se trituraron de manera homogénea en licuadora
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industrial y se cirnio hasta obtener un tamafio aproximado de particula de 1750

micras.

7.5Extraccion de aceite esencial.

Se obtuvo el aceite esencial por el método de extraccion por arrastre de vapor.®
Se utilizé6 50grs de materia vegetal en cada extraccion de 8h de duracién y el
agua florar obtenida de la extraccion de vapor fue colectada en un embudo
florentino para separar por densidad el aceite esencial. El aceite esencial obtenido
se almaceno en tubos eppendorf a 4C°. Un microlitro de aceite esencial equivale a
0.929mg.

7.6 Interaccion del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre
C. albicans durante 24h.

Se cultivo C. albicans 28°C con una agitacion de 120rpm durante 48h en un tubo
de ensayo con 10ml de medio YPD, posteriormente se medid la O.Dgoonm €N
espectrofotometro (Biochrom 80-2115-10), y se ajustd a una O.Dgoonm de 0.5 para
10ml de medio ademés a cada tubo se les agregaron diferentes concentraciones
en un rango de 3.71 a 5.57 mg/ml de aceite esencial, previamente diluido en
Dimetil sulfoxido (DMSO) (D8418 Sigma-Aldrich) al 1.25%, se utilizaron dos tubos
inoculados con C. albicans con y sin DMSO al 1.25% como controles. Los tubos

se incubaron a 28°C a 120rpm durante 24h (Ver figura 11).

Posteriormente se realizd la técnica de microdilucién en placa de 96 pozos, se
tomaron 5pul de cada uno de los pocillos (Ver figura 12) y se colocaron sobre cajas
petri con medio YPD agar (Ver figura 13) se incubaron a 28°C por 48h en
incubadora de cultivo (WiseVen® modelo WOF-50), se observo el crecimiento a
las 24 y 48h para identificar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y finalmente
se tomaron fotos en fotodocumentador (Lab net). La CMI para este estudio
corresponde al 100% de la inhibicion del crecimiento. Los ensayos se realizaron

por triplicado.
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Figura 11. Preparacion de los cultivos de C. albicans en presencia del aceite esencial.
=
J C. albicans ! ! ! ! !
' 0.D 600,,,

C. albicans a 28°C
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Figura 12. Ensayo de microdilucion.
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7.7 Interaccion del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre
C. albicans durante la fase logaritmica.

Se utilizé la misma metodologia que en el punto 7.6, con la diferencia en el tiempo
de interaccion de las células con el aceite esencial, en este ensayo permanecieron
en interaccion por 7h, y las concentraciones de aceite esencial fueron los mismos

rangos de 3.71 a 5.57 mg/ml.
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7.8 Interaccion del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre
C. albicans durante la fase estacionaria.

Se partié de un cultivo en fase estacionaria de C. albicans de 48h de incubacién a
28°C a 120rpm en un matraz erlenmeyer con 150ml de medio YPD. Se midio la
O.Dsoonm para posteriormente ajustar a una O.Dggonm de 0.5 para 10ml de medio
que provenia de fase estacionaria, cada tubo contenia diferentes concentraciones
de aceite esencial en un rango de 3.71 a 5.57 mg/ml de aceite esencial diluido en
DMSO al 1.25%. Se incluyeron como control dos cultivos de C. albicans con y sin
DMSO. Los tubos se incubaron en condiciones de 28°C a 120rpm por 3h;
Después de las tres horas de interaccion de las células con el aceite esencial se
realizd la misma metodologia para la técnica de microdilucion en placa de 96
pozos y el monitoreo de crecimiento celular a las 24h y 48h sobre cajas de YPD

agar de acuerdo al punto 7.6. Los ensayos se realizaron por triplicado.

7.9 Ensayos de acetato de linalilo en interaccion con C. albicans durante

24h, fase estacionaria y fase logaritmica.

El acetato de linalilo se obtuvo de manera comercial (SIGMA Lote MKCB 2368V)
fue diluido en etanol al 70%, con una concentracion final de 901 mg/ml, en una
relacion de 5:1, con esta mezcla se realizaron ensayos de C. albicans de
interaccion de 24h, de 3h para fase estacionaria y 7h para fase logaritmica con las
mismas metodologias utilizadas para el aceite esencial (apartados 7.6 y 7.8), con
la diferencia de haber realizado un lavado de las células con agua destilada estéril
antes de crecer en YPD soélido. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los

rangos utilizados para determinar la CMI fueron de 20, 40, 60 y 80mg/ml.

7.10 Ensayos de acetato de linalilo en interaccion con E. coli

Se partié de un precultivo de E. coli crecido durante 12h a 37°C a 120rpm en
medio LB (Both SIGMA lot#SLBB9239v), se tomo la cantidad necesaria para una
ODs40nm de 0.05 en 50 ml de medio LB contenido en un matraces de 150 ml, a
cada uno de ellos se le agregd concentraciones diferentes (20, 40, 60 y 80 mg/ml)

de acetato de linalilo, se incluyé como control del experimento otros cultivos de E.
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coli con y sin etanol al 70% como diluyente del compuesto, los volumenes
utilizados fueron de 300 y 640ul de etanol al 70%. Los matraces se incubaron por
6 h a 38°C a 120 rpm, después del tiempo de interaccion las células fueron
lavadas con agua estéril para eliminar el resto del compuesto para medir
O.D4sonm, los valores de la curvas de crecimiento se registraron. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

7.11 Ensayos de acetato de linalilo en interaccién con células SiHa

El compuesto acetato de linalilo se disolvi6 en DMSO grado biologia molecular
(SIGMA lote#SHBG5286V) a una relacién de 5:1, posteriormente se realizaron
diluciones seriadas con DMSO de [1000], [500], [250] [100], y se obtuvo como
concentraciones finales 7.5mg/ml; 15.01lmg/ml; 37.54mg/ml; 75.08mg/ml
respectivamente del acetato de linalilo, de en una placa de 24 pozos se
adicionaron 500 pl/pozo de cada dilucion, se utilizaron cultivos confluentes (80-
90%) de la linea celular SiHa, como control del experimento se usaron cultivos de
la linea celular HatCaT, el ensayo se realizé por triplicado y las células fueron

observadas al microscopio de campo claro con un aumento de 40X.

.Se calcul6é el numero de células con membrana plasmatica viable a través del
colorante de exclusiébn azul de tripan observadas a microscopio a 40X. Se
colocaron 50,000 células/pozo en un volumen de 1ml de medio DMEM en
microplacas de 24 pozos (NUNCLON®), que contenia 500ul de cada dilucion
mencionada anteriormente, posteriormente se incubaron 72h a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO, en incubadora de cultivo (LUZEREN®)
Como controles de los experimentos se utilizaron células con DMSO y células sin
DMSO.

Se realiz6 conteo celular a las 24, 48 y 72 h, utilizando azul tripan. A las 72h se
removié el medio, adicionando 1ml de tripsina EDTA 1x/pozo (SIGMA lote
SLBL2552V), se incubaron por 15min en atmosfera de 5% CO, a 37°C, posterior
a esto se agregaron 100ul de medio DMEM/pozo, obteniendo una suspension

celular que se conté en camara de Neubauer mediante el método de exclusion con
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azul de tripano. Se adiciono 200 pl de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bormide 98%
(MTT)/pozo (SIGMA Lote MKBXO0151V) y las células fueron incubadas
nuevamente durante 4h en atmosfera de 5% CO, a 37°C, al término de este

tiempo fueron leidas a una O.Ds7onm €n un lector de microplacas BIO-RAD

(Benchmark Plus) (Ver figura 14).

¥

Figura 14. Lectura de placa de 24
pozos. Diferentes concentraciones de
acetato de linalilo en presencia de MTT
(Fuente directa)

7.12 Pruebas estadisticas

Para el analisis de los resultados de las lineas celulares se utiliz6 el programa
GraphPad V.5 en donde se realiz6 un ANOVA de una via con un intervalo de
confianza de 95% con una significancia estadistica de 0.05, y un andlisis de

Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos.
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VIll. Resultados

8.1 Efecto de la interaccion del aceite esencial de Chrysactinia mexicana

Gray sobre C. albicans

Se observo que C. albicans en fase logaritmica es mas sensible al efecto del
aceite esencial, obteniendo la CMI en 3.71mg/ml, C. albicans en fase estacionaria
asi como en ensayos de 24h de crecimiento, la CMI fue en 4.64mg/ml (Ver figura
15).

| Fase estacionaria Il Faselogaritmica |l Ensayos de 24h

10%102%10% 10%10° 10110210% 104 10° & 10*10210° 10*10°
+

F .
r

Figura 15. Efecto fungicida del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre C.
albicans.

Crecimiento de C. albicans sobre YPD agar a las 48h. Ensayos realizados por triplicado. En las
lineas se observa el crecimiento C. albicans: A) sin DMSO (-); B) con DMSO, en las lineas C, D

y E en presencia de aceite esencial (mg/ml); diluido con etanol (+) 70%.
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8.2 Efecto de la interaccion de acetato de linalilo sobre C. albicans

Los resultados muestran que la CMI para los ensayos en fase estacionaria,

logaritmica y ensayos de 24h de C. albicans en interaccion con el acetato de

linalilo corresponde a la misma concentracion de 30mg/ml (Ver figura 16).
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Figura 16. Efecto fungicida de acetato de linalilo sobre C. albicans. Crecimiento de C.

albicans sobre YPD agar a las 48h. Ensayos realizados por triplicado. En las lineas se
observa el crecimiento C. albicans: A) sin DMSO (-); B) con DMSO (+), en las lineas C,D y

E en presencia de aceite esencial (mg/ml) diluido con etanol al 75%.
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8.3 Efecto de la interaccion del acetato de linalilo sobre E. coli
8.3.1 Efecto del etanol al 70% en interaccidon con E. coli

Se realizaron ensayos con diferentes cantidades del diluyente utilizado para el
acetato de linalilo que fue etanol al 70%, y se observa que este no tiene efecto

sobre el crecimiento de las células de E. coli. (Ver grafica 1)

8.3.2 Efecto del acetato de linalilo sobre E. coli

Se observa el crecimiento de E. coli en interaccion con diferentes concentraciones
del acetato de linalilo, mostrando un menor crecimiento en los ensayos con la

concentracion de 80mg/ml (Ver grafica 2).

8.3.3 CLso de E. coli con acetato de linalilo

Se observa la linea de regresion lineal en la cual se muestra la concentracion

capaz de matar al 50% de la poblacion, que corresponde a 71.19mg/ml.

Grafica 1. Efecto del etanol al 70% en el crecimiento de E. coli
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Gréfica 2. Efecto del acetato de linalilo en el crecimiento de E. coli.

En las curvas A y B se observa el crecimiento de E. coli (controles para este experimento); A) Sin etanol, ni

acetato de linalilo; B) Con 640pl de etanol sin acetato de linalilo. En las lineas C, D y E el crecimiento de

E.coli en interaccion con las diferentes concentraciones del acetato de linalilo. C) 20mg/ml, D) 40mg/ml, E)

60ma/ml. F) 80ma/ml.
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Gréfica 3. ClLsp del acetato de linalilo en E. coli.
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8.4 Citotoxicidad del acetato de linalilo en células SiHa observado con el

colorante azul tripan.

En las gréficas 4, 5y 6 se observa la cantidad de células durante las 24, 48 y 72h
en interaccion con acetato de linalilo. Mostrando una tendencia a incrementar la
cantidad de células con respecto al aumento de la concentracion del compuesto
utilizado en las diferentes diluciones, se observa un mayor niamero de células
significativo con la mayor concentracion utilizada del compuesto (75.08mg/ml) en
comparacién con la menor concentracion (7.05mg/ml), asi mismo existe una
diferencia significativa a las 24 y 48h de la mayor dilucion del compuesto
(75.08mg/ml) respecto a la dilucion menor (7.5mg/ml) con una significancia de 0.1
y un nivel de confianza de 95%. Para las 72h no existio diferencia significativa con
valor de .062 entre las diferentes concentraciones .Por otro lado los controles con
DMSO muestran no tener efecto citotoxico significativo en ninguno de los casos.
Observandonse el acetato de linalilo favorable para la viabilidad de esta linea

celular.

Gréfica 4. Viabilidad de células SiHa a las 24h con uso de colorante de
exclusion azul tripan
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Gréafica 5. Viabilidad de células SiHa a las 48h con uso de colorante de
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Gréfica 6. Viabilidad de células SiHa alas 72h con uso del colorante de
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8.5 Citotoxicidad del acetato de linalilo en células SiHa observado con
prueba fotocolorimétrica en presencia de MTT.

La curva dosis respuesta del porcentaje de células metabdlicamente viables se
observa en la gréfica 7 y 8 coincidiendo con lo reportado anteriormente con el uso
del colorante de exclusion azul tripan, los valores de absorbancia obtenidos en la
lectura de placa de 24 pozos muestra la tendencia, a mayor cantidad de
compuesto mayor viabilidad metabodlica celular, se observa una cantidad
significativa mayor de .0001 de células viables con 75.08mg/ml de acetato de
linalilo con respecto a las células control; Por lo que el acetato de linalilo muestra

un efecto proliferativo en la linea celular SiHa.

Gréfica 7. Curva dosis respuesta del porcentaje de la viabilidad metabélica de
las células SiHa respecto alas concentraciones utilizadas de acetato de linalilo
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Gréfica 8. Viabilidad de células SiHa en interaccién con acetato de
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8.6 Citotoxicidad del acetato de linalilo en linea celular HatCaT observado
con prueba fotocolorimétrica en presencia de MTT

En la grafica 9 se muestra el efecto del acetato de linalilo en las células HatCaT,
se observa que a mayor concentracion del compuesto aumenta el nimero de
células, mostrando una diferencia significativa de .0001 entre las células control y

la concentracion de 75.08mg/mi

Gréfica 9. Viabilidad de células HatCaT en interaccion con acetato de
linalilo a las 72h con uso de la prueba colorimétrica MTT
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8.7 Microscopia de las células SiHa en interaccidén con acetato de linalilo

Se observaron al microscopio de campo claro las células SiHa contenidas en la
placa de 24 pozos, cada uno con las diferentes concentraciones del compuesto, y
se obtuvo una mezcla homogénea del compuesto en el medio descartando la
formacion de micelas. A partir de 15.01mg/ml se aprecian a las células rodeadas

por el compuesto (Ver figura 17).
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C) 15.01 mg/mi

D) 7.5 mg/ml E) SiHa con DMSO F) SiHa sin DMSO

Figura 17. Células SiHa en interaccidon con el acetato. Células SiHa observadas en microscopio de campo claro a un aumento de 40x. La

flecha indica las células rodeadas por el compuesto.
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IX.Discusioén

El vestigio del implemento de sustancias de origen natural como tratamiento
ante enfermedades de etiologia infecciosa se encuentra desde hace poco
més de 60,000 afios, sin embargo eran empleadas desde el punto de vista
empirico, posteriormente comenzd la investigacion cientifica de las
propiedades antimicrobianas de las plantas para fines terapéuticos. Sin
embargo a pesar de las aproximadamente 250,000 especies de plantas
utilizadas por su actividad bioldgica, unicamente del 5 al 15% han sido
estudiadas con el objetivo de lograr ser consideradas como tratamiento
farmacoldgico ante algunas enfermedades, o bien procesar de manera

sintética alguno de sus componentes principales®®.

Como es el caso del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray asi
como alguno de sus compuestos mayoritarios, planta que ha sido utilizada
de diversas maneras basadas en conocimiento empirico, como bafios de
infusion utilizando su raiz para el tratamiento de problemas estomacales o
entuertos, o en otros casos usaban tallos, hojas y flores de esta planta
contra infecciones de la piel, respiratorias o incluso para infecciones en los
ganados, por lo que actualmente ha sido estudiada de manera cientifica

siendo objeto de estudio en esta investigacion °® 67 78 69.70. 71

Se han logrado identificar de la especie Chrysactinia mexicana Gray 17
compuestos mayoritarios por cromatografia de gases y espectrometria de
masas, de los cuales eucaliptol (41,3%), piperitona (37,7%) y acetato de
linalilo (9,1%) fueron los que se observaron en mayor proporcién. De ahi
que diferentes investigadores decidieron continuar con el estudio de las
propiedades antimicrobianas de esta género encontrando actividad
antifangica en los diferentes extractos obtenidos por percolacién y
maceracion de esta planta sobre Aspergillus flavus Link, con varianzas en
las dosis respecto a los diferentes métodos de extraccion, ya que se ha

demostrado que dependiendo el método de extraccion la cantidad de
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compuestos presentes sera diferente y por lo tanto las propiedades

funcionales también se reflejaran distintas. % "2

Mismo caso con la investigacién por Salazar R. y cols en donde probaron
los extractos de las hojas, tallos, raices flores y corteza de Chrysactinia
mexicana Gray obtenidos de manera independiente por maceracién directa

con metanol, mostrando no tener efecto fungicida sobre C. albicans.”

Mendoza C. en el afio 2016 demostrd la actividad antifungica del aceite
esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre aislados clinicos de C.
albicans en ensayos de 24h en donde se observd inhibicibn en su
crecimiento a concentraciones superiores a las utilizadas en este estudio,
esto podria deberse a la exposicion de los aislados clinicos a diversos
farmacos, generando una posible resistencia, tal como lo sugiere Selmecky
A y cols, en donde menciona que C. albicans ha evolucionado en sus
mecanismos de defensa, no solo para tolerar sino también para generar la

variacion genética a gran escala como medio de adaptacién. " 7

Por otro lado C. albicans mostr6 tener mayor resistencia en fase
estacionaria que en fase logaritmica a la exposicién del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray, lo que podria explicarse con lo reportado por
Takeo K. en donde induce la deformacion de la membrana plasmatica de C.
albicans a través del antibiético filipina en ambas fases, demostrando en
fase logaritmica numerosas protuberancias de aproximadamente 30nm de
diametro, ademas de la deformacion de las membranas vacuolares,
mientras que en fase estacionaria la membrana plasmatica no muestra
cambios apreciables, deduciendo un posible acoplamiento denso de
proteina en la membrana plasmatica en fase estacionaria a un tipo de

restriccion hasta el momento desconocido.’®

Dentro de las investigaciones previas de aceites esenciales, se encuentra
también reportado el efecto antifiungico de Melaleuca alternofolia conocida

también como arbol de té, siendo efectiva principalmente en C. albicans. %
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Esta comprobado que acetato de linalilo es uno de los dos compuestos que
se encuentran en mayor proporcion (37.34%) en el aceite esencial de
Lavandula angustifolia el cual fue probado en seis hongos diferentes,
mostrando nulo efecto antifingico e incluso favorecio el desarrollo de
Penicillium italicum, hongo que afecta a cultivos y frutas, resultados
contrarios a los encontrados en esta investigacion con el uso del aceite

esencial de Chrysactinia mexicana Gray** "®

Blasko A. y cols probaron los componentes mayoritarios de Salvia sclarea,
acetato de linalilo (57.94%) y linalool (24.1%) sobre C. albicans a través del
ensayo de microdilucién utilizado de igual forma en nuestra investigacion,
en donde determinaron la CMI al 80% a concentraciones parecidas a las
usadas en este estudio, mostrando su efecto fungicida. Ademas
identificaron que el acetato de linalilo retraso 5h la entrada a fase
logaritmica, por lo que el efecto fungicida del acetato de linalilo es

altamente reproducible. ®*

Por otro lado, los aceites esenciales se constituyen principalmente por
terpenoides (grupo al que pertenece el acetato de linalilo), a los cuales se
les atribuye particularmente la actividad antimicrobiana, siendo los
responsables del compromiso de la integridad estructural y funcional de las
membranas bacterianas, lo que podria explicar el efecto encontrado del

acetato de linalilo utilizado en nuestro estudio.”’

Carson C. et al en el afio1920 identificaron que acetato de linalilo causé lisis
de las células de E.coli (bacteria gramnegativa) resultado contrario en
S.aureus (bacteria grampositiva), a diferencia de un estudio en el que se
probaron los aceites esenciales de romero, curcuma y tomillo en este ultimo
encontrando dentro de sus compuestos mayoritario a acetato de linalilo en
el que no demostraron ningun efecto significativo sobre bacterias
gramnegativas entre ellas E.coli a diferencia de las bacterias grampositivas

como S. aureus observando un porcentaje de inhibicion de un 60%, lo que
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difiere con los resultados de nuestro estudio en donde acetato de linalilo
inhibid el crecimiento de E. coli hasta en un 77%.Estos resultados muestran
el efecto de acetato de linalilo solo y en interaccién con otros compuestos
dentro de los aceites esencial, en donde se puede observar que los efectos
potenciadores o inhibidores de este compuesto podrian depender de los

metabolitos secundarios con los que se relaciona’”.

Carson C. y cols demostraron el mecanismo de accién de diversos
compuestos probados en E. coli, relacionados con los efectos dafiinos a la
membrana bacteriana como resultado de la interaccién de los compuestos
de los aceites esenciales (en su mayoria con los terpenos), perturbando a
la homeostasis particularmente a la respiracion dependiente de glucosa y
finalmente afectando su morfologia permitiendo la perdida de material

intracelular.””

En otra investigacion sobre los mecanismos de accion del acetato de
linalillo se encuentra lo reportado por Trombetta y cols, en donde muestran
el efecto de tres monoterpenos, mentol, timol y acetato de linalilo sobre S.
aureus y E. coli y sugieren que la actividad antimicrobiana de los
monoterpenos entre los que se encuentran acetato de linalilo, puede ser el
resultado del dafio de la fraccién lipidica de la membrana plasmatica, al
evaluar la liberacion de un marcador fluorescente de vesiculas unilaminares
con diferentes composiciones lipidicas, lo que podria explicar el mecanismo

de accién del acetato de linalilo sobre la cepa de E. coli.”®

Se han observaron mayores efectos en microorganismos en fase
logaritmica en comparacion con los que se encuentran en fase estacionaria,
esto se puede explicar debido a algunas investigaciones sobre E. coli en
fase estacionaria en donde se observa que el volumen del espacio
periplasmatico aumenta en relacion al espacio citoplasmatico, ya que en la
pared aumenta el grosor del peptidoglicano, mientras que en la membrana

externa aumenta la cantidad de lipopolisacaridos o endotoxinas. En general
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la regularizacion en su metabolismo, el mayor aprovechamiento de
compuestos y la osmoproteccién, asi como la remodelacién de la envoltura
celular y la expresion diferencial de genes contribuyen a que las células en
fase estacionaria se vean favorecidas en cuanto a su viabilidad mostrando
mayor resistencia a diversos factores de estrés. Por su parte los ensayos
de E. coli en nuestro estudio muestran la sensibilidad al acetato de linalilo
hasta las 6h, lo que cobra gran importancia realizar ensayos en fase
estacionaria para observar el comportamiento y comprobar si efectivamente

muestra resistencia a las mismas concentracioens’.

Lo anteriormente mencionado muestran algunos de los mdltiples fines y
usos de los compuestos derivados de las plantas, sin embargo existen otros
grandes ejemplos como es el caso de paclitaxel y docetaxel diterpenos
aislados de la corteza de Taxus brevifolia dicha corteza ha sido utilizada por
las tribus norteamericanas como desinfectantes, para provocar el aborto y
contra el cancer de piel, por lo que se realizaron estudios para aislar estos
dos compuestos y posteriormente observar su toxicidad en células de
leucemia, nombrando a uno de los compuestos Taxol, medicamento actual
utilizado en 1993 en el tratamiento del cancer de ovario, de pulmén,

sarcoma de Kaposi, y cancer de mama.®

Otros compuestos extraidos de plantas que con modificaciones sintéticas
en la actualidad son utilizados con fines terapéuticos se encuentran la
Vinblastina y Vincristina (Oncovir), esta Ultima empleada con otros
medicamentos para tratar leucemia linfocitica infantil aguda, cancer

cervicouterino, de colon, de mama, entre otros carcinomas®®.

Regon G. et al en el afio 2008 probaron 16 extractos metandlicos de
diversas plantas del estado de Yucatan en las lineas celulares SiHa, Hela,
KB,Hep-2, evaluados de igual manera a través de método, en el que
observaron un efecto citotéxico de 12 compuestos en las células SiHa,

resultados contrarios a los obtenidos en nuestra investigacion.®
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De igual manera Garcia L. et al en el afio 2010 encontraron que un extracto
del orujo de uva mostro un efecto antiproliferativo sobre la linea celular
SiHa a través del método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
(DPPH) 83 Se sabe qgue los compuestos utilizados en la actualidad como

tratamientos contra diversos carcinomas son alcaloides que se unen a la
tubulina evitando la polimerizacién de los dimeros de tubulina evitando la
formacion de los microtdbulos, indispensables para la formacion del huso
en la célula que entrard en mitosis, mecanismo de accién que se le atribuye

a algunos de los extractos con efecto antiproliferativo.®*

Contrario a lo encontrado en este estudio que lejos de tener un efecto
antiproliferativo, favorece la proliferacion de las células, por la motivo cobra
una importante relevancia al estudio de los metabolitos de las plantas para

garantizar una préactica de la medicina tradicional segura, libre de riesgos.

Al realizar un andlisis con acetato de linalilo in silico con la prediccion de los
espectros de actividad para las sustancias (por sus siglas en
ingles PASS) (Way2drug, 2011) se encontr6 que el acetato de linalilo
pudiera funcionar como estimulante del factor de transcripcion NF Kappa B,
con un valor de 0.661, siendo que mientras mas cercano se encuentre el
valor a 1.0 més probabilidades tiene de realizar esta funcion. Por lo tanto si
actla a nivel de este factor, se relaciona con la supervivencia de la célula,
ya que diversos autores han descrito el papel del NF-kB en la inhibicién de
la apoptosis o muerte celular programada, la cual se lleva a cabo a través
de la secreciébn de una serie de proteinas antiapoptoticas, las cuales
subsisten el ciclo celular, como resultado la inflamacion crénica y la
sobreestimulacién del NF-kB logran causar desarrollo y crecimiento celular
incontrolado, lo que podria explicar el comportamiento de la linea celular
SiHa y HatCat.®°

Existen pocos datos del efecto de acetato de linalilo sobre lineas celulares,

por lo que es necesario continuar con investigaciones acerca de su efecto.
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X. Conclusiones

El aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray tiene efecto antifungico en
C. albicans en fase logaritmica, fase estacionaria y en los ensayos de 24h,

siendo mas resistente en fase estacionaria.

El acetato de linalilo tiene efecto antifingico sobre C. albicans en ensayos de

24h, fase estacionaria y fase logaritmica.
El acetato de linalilo tiene efecto bactericida sobre E.coli.

El acetato de linalilo no tiene efecto antiproliferativo sobre la linea celular de

cancer cervicouterino (SiHa).
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Xl.Perspectivas

e Analizar la composicion quimica del lote del aceite esencial de Chrysactinia
mexicana Gray a través de cromatografia de gases y espectrometria de

masas

e Realizar ensayos de E. coli en fase estacionaria con el aceite esencial y
acetato de linalilo.

e Probar el efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre
células SiHa y HaTCaT.
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