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RESUMEN 

La candidiasis es una micosis de distribución cosmopolita, la incidencia de esta 
enfermedad y su asociación a las tasas de mortalidad se han elevado durante los 
últimos 15 a 20 años. 
El tratamiento de elección para la candidiasis es el fluconazol, su uso repetido y la 
profilaxis ha generado resistencia a este azol que deteriora la calidad de vida del 
paciente y eleva el costo del tratamiento, por lo que es necesario investigar otras 
sustancias con actividad antifúngica y sin efectos adversos para el paciente. 
En este sentido, se ha demostrado que las plantas tienen un papel importante en 
particular los aceites esenciales como Rosmarinus officinalís L. poseen actividad 
antimicrobiana efectiva contra Gandida albicans; aunque se desconoce su 
actividad en cepas resistentes al fluconazol y su efecto en la respuesta inmune 
inespecífica contra estos patógenos. 
El propósito de este estudio fue investigar el efecto antifúngico del aceite esencial 
de R. officinalis L. obtenido por hidrodestilación; se probo contra cepas de C. 
albicans sensibles y resistentes al fluconazol valorando la Concentración Mínima 
lnhibitoria (CMI). Diluciones del aceite esencial de R. officinalis L se utilizaron 
para preestimular a las células fagocíticas de sangre periférica de 15 individuos 
sanos y valorar su efecto fagocítico contra C. albicans sensible y 4 cepas 
resistentes al fluconazol (R11 09, R1165, R1120 y R22). 
El aceite esencial de R. officinalis L inhibió con una CMI de 2.5 (ll/ml ta.nto a las 
cepas de C. a/bicans sensible como a las cepas r~sistentes al fluconazol. 
El índice de ingestión, digestión y porciento de fagocitosis se incremento al utilizar 
una dilución 1 :32 del concentrado de 1 J.ll/ml, con una concentración final de 0.032 
(11/ml del aceite esencial de R. officinalis L para estimular a los polimorfonucleares 
comparados con los del grupo control, con una diferencia significativa de pS0.001, 
0.05, 0.001 respectivamente, este efecto se observó en las cepas sensible y en 
las resistentes al fluconazol, excepto en la cepa 1165. 
Diferentes autores coinciden en que los principales componentes químicos dei 
aceite esencial de la hojas de R. officinalis L. son a-pineno (30.3%), camfeno 
(9.26%), 1,8-cineol (8.5%), borneo! (5.97%), p-pineno (1.37%) y en algunos casos 
limoneno y alcanfor. Los aceites esenciales abundantes en 1,8-cineol, borneo! y 
alcanfor entre otros se ha asociado con un efecto microbicida, en particular en la 
inhibición de Gandida albicans es posible que sean estos lo principios activos 
para el efecto microbicida en este estudio. 
También se logro observar la estimulación del aceite esencial de R. officinalís L. 
sobre la respuesta inmune inespecífica de neutrófílos contra C. albicans resistente 
al fluconazol. A la fecha no existen evidencias del papel del aceite esencial de R. 
officinalis L. como inmunomodulador de esta respuesta inmune. 
Los resultados de este estudio apoyan el efecto inmunoestimulante de R. 
officinalis L. en la respuesta inmune inespecífica (fagocitosis) de neutrófilos contra 
C. albicans resistente al fluconazol y su efectividad en la actividad microbicida in 
vitro contra C. albicans resistente al fluconazol. 
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INTRODUCCIÓN 

La candidiasis es una micosis de distribución cosmopolita, la incidencia de esta 

enfermedad y su asociación a las tasas de mortalidad se han elevado durante los 

últimos 15 a 20 años1
• 

En los Estados Unidos de América entre 1980 y 1989, el Sistema Nacional de 

Sobrevida de Enfermedades Infecciosas Nosocomiales, mostró un aumento en 

las infecciones del torrente circulatorio por Gandida de 487%2
. 

Existen diversos factores predisponentes asociados a candidiasis como catéter 

intravascular, tratamiento con antibióticos, cirugía, estancia en unidades de 

cuidados intensivos, cáncer, tratamiento con asteroides, infección por VIH e 

inmadurez fetaJ3
.4. 

El tratamiento de elección para la Candidiasis es el fluconazol. El uso de 

tratamientos repetidos y la profilaxis ha generado resistencia a este azol que 

deteriora la calidad de vida del paciente y eieva el costo del tratamiento5
• 

De las diferentes especies de Gandida, la más patógena y frecuente es C. 

albicans, con mayor resistencia a los diferentes tratamientos entre ellos el 

fluconazol; la erradicación de esta enfermedad requiere buscar nuevas 

alternativas que mejoren ia calidad de vida dei paciente4
• 
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En este sentido las plantas juegan un papel importante en la terapéutica de 

diferentes enfermedades6; en particular los aceites esenciales de plantas como R. 

officinalis L. poseen actividad antimicrobiana efectiva contra hongos como c. 

albicans7• Pero se desconoce su actividad en cepas resistentes al fluconazol y su 

efecto en la respuesta inmune contra estos patógenos. 
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ANTECEDENTES 

Candidiasis, (moniliasis, muguet o algodoncillo) es una micosis primaria o 

secundaria ocasionada por levaduras endógenas y oportunistas del género 

Gandida, especialmente por la especie albicans frecuente en seres humanos8
• 

La incidencia de esta enfermedad se ha elevado durante los últimos 20 años y 

constituyen el 25% de las micosis superficiales. Las manifestaciones clínicas de la 

enfermedad son muy variables y van desde aguda, subaguda, y crónica a 

episódica9
• 

C. albicans es un hongo que tiene dos formas: hitas y levaduras. Crece en agar 

Sabouraud a temperatura ambiente o a 37°C, forma colonias lisas, cremosas que 

al envejecer son más grandes y aparecen surcadas y rugosas 10
• 

En frotis de exudados Gandida albicans se presenta como una levadura oval de 2 

a 3 por 4 a 6 ¡Jm. El desarrollo superficial consiste en células ovales en gemación 

y las sumergidas en pseudomicelio compuesto de pseudohifas que forman 

blastoconidias y algunas veces clamiconidias. C. albicans fermenta la glucosa y 

maltosa, produciendo tanto ácido como gas y no fermenta la lactosa que la 

distinguen de otras especies de Gandida patógenas como C. parapsilosis, C. 

tropicales, y C. glabatra y en menor frecuencia C. kefyr, C. krusei y c. 

guilliermondii11
• 
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El número de casos de Candidiasis sigue en aumento por: el incremento de la 

esperanza de vida y en consecuencia aumento de enfermedades geriátricas; 

empleo prolongado de antibióticos de amplio espectro, automedicación, 

complicaciones de las técnicas quirúrgicas o el incremento de pacientes en las 

unidades de cuidados intensivos12
•
13

• 

Las características que favorecen que C. a/bicans se instale son alteraciones en 

pH, disponibilidad de carbohidratos, flora normal y defensas del huésped, que 

ocurren principalmente en la infancia, diabetes, embarazo, debilidad general, 

lesiones de la piel4•
14

, individuos con deficiencia de la inmunidad celular como el 

Síndrome de lnmunodeficiencia Adquirida (SIDA} o humoral (leucemia, mieloma}; 

enfermedades con alteración de la fagocitosis (lupus, diabetes}; granulocitopenia 

(citotóxicos, radioterapia); inmunodepresión secundaria a la administración de 

glucocorticoides y quimioterapia, principalmente en transplantados; quemaduras 

graves; así como en pacientes con alimentación parenteral y con catéteres 

intravasculares. Es evidente que debe existir una asociación entre el hongo y las 

defensas del huésped para que ocurra la Candidiasis15
• 

El sistema inmune del huésped ésta formado por un grupo de células y moléculas 

con funciones especializadas en la defensa contra las infecciones. Los diferentes 

tipos de respuesta inmune caen dentro de dos categorías: la innata (no específica} 

y la adaptativa/adquirida (específica}. La respuesta inmune involucra primero el 

reconocimiento de un patógeno y segundo montar una respuesta contra este 16
. 

La teoría celular de la inmunidad, que afirmaba que las células del huésped eran 

los principales mediadores de la inmunidad, fue inicialmente definida por Elie 

Metchnikoff. Su demostración de fagocitos rodeando una espina clavada en una 

larva translúcida de estrella de mar, publicado en 1893, fue quizás la primera 

evidencia experimental de que las células respondían a los cuerpos extraños 17. 
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Las células que participan en las reacciones inflamatorias son: monocitos, 

linfocitos y polimorfonucleares (PMN), estos últimos incluyen a los neutrófilos, 

basófilos y eosinófilos16
•
18

•
19

• Los neutrófilos son la defensa primaria (innata) contra 

la invasión y diseminación de la candidiasis20
• 

Normalmente la sangre contiene 5 x1 06 leucocitos por mm3 21 y de estos un 60% 

son los fagocitos neutrófi!os, que funcionan como la primera línea de defensa 

celular contra las infecciones microbianas22
• 

Una de las principales funciones de los fagocitos es reconocer, ingerir y destruir 

partículas por medio de un proceso llamado fagocitosis, de esta manera los 

microorganismos pueden ser tomados, englobados y destruidos dentro del 

fagocito. Algunos fagocitos son importantes en la producción de moléculas 

solubles que median la respuesta inflamatoria, que se presenta de manera normal 

en los procesos infecciosos23
•
24

•
25

• 

Los ·gránulos de los neutrófilos son organelos unidos a la membrana; 

aproximadamente un tercio de los gránulos en !os neutrófilos maduros son 

azurofílicos o gránulos primarios, el contenido de estos gránulos incluye lisozimas 

y colagenasa entre otras sustancias; los gránulos secundarios o específicos 

contienen sustancias como citocromo b, mieloperoxidasa y lactoferrina qUe en 

combinación con los metabolitos de 0·2 tóxico, oxido nítrico, proieasas, 

fosfolipasas, proteínas antibacterianas y péptidos vierten su contenido aí 

fagosoma para eliminar o destruir a los agentes patógenos26
• 

Tanto los PMN como los monodtos provienen de un reservorio de células madre 

precursoras de la médula ósea, y presentan receptores para anticuerpos y 

complemento necesarios para aumentar la fagocitosis27
• 

Los neutrófilos que junto con los eosinófilos y basófilos tiene un núcleo 

multilobulado abundan en la sangre pero están ausentes en los tejidos normales, 
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tienen un promedio de vida de 6 h28
; comprenden 40 a 75 % de los leucocitos de 

sangre periférica, el neutrófilo maduro tiene un diámetro entre 1 O y 12 ¡.1m y 

contiene un núcleo segmentado con cromatina y 2 a 5 lóbulos conectados por 

delgados filamentos nucleares27
• 

En condiciones normales cada día salen a la circulación 1 O millones de neutrófilos 

maduros, estos granulocitos, son considerados los más importantes y numerosos 

del huésped en la respuesta inmune innata y constituyen la primera línea de 

defensa para la respuesta inmune contra bacterias y hongos28
•
29

• 

Antes de que la fagocitosis ocurra, el fagocito debe migrar hasta un gradiente 

químico mayor de substancias bacterianas, proceso al cual se denomina 

quimiotaxis. las bacterias producen sustancias quimiotácticas y la generación 

local de citocinas, mediadores lípidos de inflamación y neuropéptidos, son 

cruciales para la quimioatracción de la célula y para coordinar la activación de 

células efectoras. Esto permite que se guíe a los fagocitos al microbio que luego, 

deberá de adherirse a la superficie del neutrófilo29
•
30

· 

Posteriormente ocurre la opsonización, proceso por el cual se unen 

inmunoglobulinas (lg) y fragmentos de complemento al microbio para aumentar 

la ingestión por los fagocitos31
• 

FAGOCITOSIS: 

La fagocitosis se lleva a cabo principalmente por neutrófilos y macrófagos. Este 

proceso comprende la ingestión y digestión de microorganismos, partículas 

insolubles, células muertas o dañadas del huésped y detritus celulares. Estas 

células provienen de un linaje común y se diferencian no solo por su capacidad de 

fagocitar sino por la secreción de moléculas activas, reparar heridas, la 

modulación de la inflamación, respuesta inmune y el proceso fagocítico per se20
• 



Se han identificado varios estados o etapas en la fagocitosis como son 4
•
32

: 

a) Adherencia a células endoteliales o a otras células fagocíticas, esta 

adherencia en ocasiones es inefectiva para aquellos microorganismos 

capsulados. 

b) Quimiotaxis o atracción: es el movimiento de la célula, inducido por 

mecanismos directos como esa resultado de la activación del 

complemento; o indirectos por la consecuente liberación de factores 

preformados dentro de mastocitos por activación de e3a o esa. La 

adherencia y la quimiotaxis inician la fagocitosis. 

e) Fijación. Los receptores de membrana del fagocito deben transmitir señales 

al citoplasma para la formación de seudópodos y la protusión de 

membranas alrededor del microorganismo. 

d) Formación del fagosoma, requiere de una interacción secuencial de 

receptores en la superficie de un fagocito con los ligandos existentes en la 

superficie de una partícula, la extensión de los seudópodos es conforme a 

la distribución de los ligandos opsónicos sobre la superficie de la partícula; 

esto propulsa los seudópodos alrededor de la partícula. 

e) La formación de la vacuola fagocítica se lleva a cabo mediante la 

interacción de los receptores en la superficie del fagocito con los ligandos 

opsónicos de una partícula; inicia la formación de seudópodos, uniéndose a 

ligandos específicos en la superficie de la partícula hasta que el 

pseudópodo envuelve de manera total a la partícula. 

f) Ingestión o englobamiento de la partícula, resulta de la extensión de 

seudópodos sobre y alrededor de la superficie de la partícula el fagosoma 

se adentra en la célula y se fusiona con un lisosoma, formando un 

fagolisosoma, que contiene intermediarios reactivos de oxígeno, enzimas 

hidrolíticas y lisozima, conocido todo esto como -estallido respiratorio•: 

g) Muerte intracelular o degranulación de los gránulos secundarios o 

específicos, ya sea por factores solubles o por contacto con receptores 

celulares, esto puede ser coincidente a la formación del fagosoma. 
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h) Digestión, es mediada por sustancias liberadas de los gránulos fagocíticos 

en combinación con el estallido respiratorio y el sistema microbicida 

oxígeno independiente. 

14 

Las fases observadas después de la internación, son cambios en la fisiología del 

microorganismo como pérdida de la viabilidad, inhibición en la síntesis de 

macromoléculas, seguida por lisis y digestión por enzimas lisosómicas, 

involucrando sistemas oxígeno-dependiente y oxígeno-independientes33
• 

Independiente del estado inmunológico del paciente, el tratamiento de elección 

para C. albicans es el fluconazol, triazol soluble en agua con más del 90% de 

biodisponiblilidad, administrado oralmente como terapia de candidiasis orofaringea 

en infecciones avanzadas de VIH y SIDA, se absorbe por vía gastrointestinal, la 

concentración en plasma es la misma después de administrarlo por vía oral o 

intravenosa y la presencia de alimentos o la acidez gástrica no modifica su 

absorción. El fluconazol penetra fácilmente en líquidos corporales 34
; este 

fungistático inhibe la enzima lanosterol 14-a-dimetilasa perteneciente al citocromo 

P-450, lo que interrumpe la conversión de lanosterol a ergosterol, y por lo tanto 

lleva a una acumulación de 14-a.-metilesterol y a una disminución del ergosterol en 

las paredes del hongo, lo anterior provoca que se alteren las propiedades de la 

membrana y sus funciones induciendo un aumento en la permeabilidad y una 

inhibición del crecimiento y replicación del hongo. Así mismo, los azoles inhiben el 

sistema de enzimas del citocromo P-450 de la cadena respiratoria del hongo, 

tienen una interacción tóxica con los fosfolípidos de la membrana, y una inhibición 

de la transformación de la levadura a su forma miceliaJ35• 

Los derivados imidazólicos son activos frente a los dermatófitos, hongos 

dimórficos, levaduras, parásitos y diversas bacterias gram positivas. Inhiben la 

síntesis de ergosterol en los hongos por interferencia con el sistema demetilasa 

lanosterol en los hongos por interferencia con el sistema demetilasa lanosterol 

dependiente del citocromo microsomal10
• 
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Las cepas de C. albicans han desarrollado resistencia por la exposición frecuente 

al fluconazol ya sea como tratamiento o profilaxis36
•
37

•
38

•
39

.4°.4
1
.4

2
• La falla en la 

terapia con fluconazol hace urgente buscar nuevas estrategias terapéuticas 

biológicas que sean efectivas y ayuden a la respuesta inmune, que destruyan al 

microorganismo y que económicamente sea factible su desarrollo43
• 

En este sentido, las plantas medicinales pueden ser una buena alternativa para el 

control terapéutico de algunas enfermedades44
•
45

• 

Debido a la gran diversidad vegetal del planeta, las plantas nos ofrecen un 

extraordinario arsenal de biomoléculas con diferente actividad biológica 

potencialmente útiles para el tratamiento de infecciones 44
.4

5
• 

Una planta medicinal es cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de sus 

órganos, alguna sustancia con actividad farmacológica que se pueda utilizar con 

fines terapéuticos o que se pueda emplear como prototipo para obtener nuevos 

fármacos46
• 

El uso de plantas medicinales como remedio para el alivio de enfermedades es 

posible que se remonte a hace 5 mil anos47
• En ciudades industrializadas, la 

búsqueda de plantas medicinales ha ido en aumento y su compra se ha 

incrementado en los pasados 1 o años48
• 

Hoy en _,día las plantas son el origen de algunas drogas utilizadas para la mejoría 

de enfermedades que afectan a la mayoría de la población en el mundo. Muchas 

de las substancias derivadas de las plantas constituyen el 25% de las 

prescripciones médicas49
• 

Existen reportes de diferentes extraCtos y aceites obtenidos de plantas que 

poseen actividad tanto antimicrobiana como inmunológica 50
•
5

1. 
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En particular, el aceite esencial de R. officinalis L. ha mostrado tener un efecto 

contra C. a/bicans 7• Basados en una revisión de la literatura científica (Medline 

1966 a enero del2003), no existen reporte sobre la actividad microbicida de este 

aceite contra cepas de C. albicans resistente al fluconazol y su efecto en la 

respuesta inmune inespecífica 

Las plantas medicinales son usadas básicamente en dos fOrmas 46
•
56

•
58

: 

1) Mezcla completa que induye un extenso rango de compuestos como: 

a. Esencia es una secreción natural elaborada por el material 

vegetal, la cual puede estar distribuida en diversas partes del 

mismo vegetal: en las raíces, tallos, hojas, flores, frutos, cortezas 

y semillas. 

b. Aceite esencial es un extracto natural de las plantas aromáticas 

obtenido por destilación con hidrodestilación o vapor de agua, es 

decir, el aceite esencial es la esencia destilada del material 

vegetal. 

c. Infusiones son líquidos extractivos acuosos obtenidos por la 

acción poco prolongada del agua a temperatura próxima a la 

ebullición, seguido de una maceración que puede durar hasta 30 

minutos. 

d. Tinturas son preparaciones liquidas obtenidas a temperatura 

ambiente mediante maceración o por disolución de los extractos 

secos. 

e. Extractos son preparados obtenidos por concentración parcial o 

total de los líquidos extractivos. 

2) Compuestos puros, químicamente definido su principal actividad 49
• 

Los aceites esenciales también son llamados: esencia de la planta, esencia 

aromática, o esencia vegetal 49
• 



MÉTODOS DE SEPARACIÓN DE LOS ACEITES ESENCIALES52
: 

Destilación 

Este método consiste en separar los componentes de las mezclas 

basándose en las diferencias en los puntos de ebullición de dichos 

componentes. Cabe mencionar que un compuesto de punto de 

ebullición bajo se considera llolátil" en relación con los otros 

componentes de puntos de ebullición mayor. Los compuestos con 

una presión de vapor baja tendrán puntos de ebullición altos y los 

que tengan una presión de vapor alta tendrán puntos de ebullición 

bajos. 

Los tipos de Destilación más comunes son: 

Destilación Simple El proceso se lleva a cabo por medio de una 

sola etapa, es decir, que se evapora el líquido de punto de ebullición 

más bajo (mayor presión de vapor) y se condensa por medio de un 

refrigerante. 

Destilación fraccionada el proceso se realiza en multi-etapas por 

medio de una columna de destilación en la cual, se llevan a cabo 

continuamente numerosas evaporaciones y condensaciones. Al ir 

avanzando a lo largo de la columna, la composición del vapor es 

más concentrada en el componente más volátil y la concentración 

del líquido que condensa es más rica en el componente menos 

volátil. 
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Destilación por Arrastre con Vapor se hace pasar una corriente de 

vapor a través de la mezcla de reacción y los componentes que son 

solubles en el vapor son separados. Entre las sustancias que se 

pueden separar por esta técnica se pueden citar los Aceites 

Esenciales. 

Hidrodestilación el material vegetal entero o molido se coloca 

dentro de un alambique de destilación, al cual se le adiciona agua 

hasta que quede completamente inmerso. El agua se mantiene a la 

temperatura de ebullición, mientras que la mezcla de materia prima y 

agua se agita mecánicamente. La destilación inicia cuando el vapor 

de agua cargado de aceite pasa a un condensador y el aceite se 

separa del condensado52
• 
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Durante la hidrodestilación el agua en ebullición penetra en los tejidos de la planta 

y disuelve primero los compuestos más solubles, por ejemplo los oxigenados. 

Esta solución acuosa se difunde a través de las paredes celulares (hidrodifusión) 

y entonces al llegar a la superficie, el aceite se vaporiza inmediatamente. El 

proceso continua hasta que todo el aceite atrapado en las células se vaporiza de 

acuerdo a su solubilidad en el agua. Los tiempos de destilación varían 

ampliamente abarcando desde una hora para algunas plantas frescas hasta cien 

horas o más para materiales de madera dura como el sándalo52• 
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En muchos casos al tratar de separar un componente de la mezcla por destilación 

en la fase gas se forma una especie de asociación entre las moléculas llamada 

azeótropo, la cual puede presentar un cambio en el punto de ebullición al realizar la 

destilación52
. 

Para determinar la humedad (% de agua) en residuos sólidos se puede hacer uso 

de una destilación del azeótropo agua-tolueno. Se agrega una cantidad de tolueno 

al sólido pulverizado y se destila, se colecta el destilado en una trampa (Dean-

Stark) y al enfriarse se puede medir la cantidad de agua que queda en el fondo de 

la trampa (El tolueno es menos denso que el agua y es insoluble en ésta) 52
• 

Los aceites esenciales se encuentran en un gran número de espermatofitas; 

además los géneros capaces de elaborar estos principios volátiles se encuentran 

en familias de las Angiospermas, pertenecientes a los órdenes de las 

Magnoliales, Laurales, Rutales, Lamiales, Asterales. Se encuentra en todos los 

órganos vegetales aunque la composición de éste puede variar según su 

localización. Son mezclas complejas y muy variables de constituyentes, que 

pertenecen de forma casi exclusiva a dos series, caracterizadas por orígenes 

biosintéticos distintos: la serie diterpénica y la serie de los compuestos arénicos53
. 
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TAXONOMÍA DE Rosmarinus officina/is L. 54
•
55

• 

DIVISIÓN: ANGIOSPERMAS 
CLASE: MAGNOLIATAE (Dícotyledones) 

SUBCLASE: Asteridae 
SUPER ORDEN: Lamia/es 

ORDEN: Lamía/es 
FAMILIA: Labiatae 

GENERO: Rosmarinus 
ESPECIE: officinalis 

R. offícínalis L. es una planta diterpénica de la Familia Labiadas conocida como 

romero, rosmarino, rosemary o Guixí-cicanaca (lengua zapoteca, Oaxaca); su 

hábitat se da en las regiones secas y cálidas del sur de Europa sobre todo la zona 

mediterránea54• En México se encuentra principalmente cultivado en Jalisco, 

Chiapas, Distrito Federal, Estado de México, Michoacán, Puebla, Querétaro, 

Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas55
. 

R. officinalís L. cultivado se caracteriza como un subarbusto leñoso, erguido o 

Fig. 1 Fotografía de cultivo de 
Rosmarinus officinafis L. en el 
Ejido Agrícola Franco, la Barca, 
Jalisco. 

ascendente de 50-80 cm de altura verde todo 

el año, perennes; de ramas pardas de la que 

parten hojas lineales; pequeñas, opuestas, 

sésiles, lanceoladas, casi lineares, con los 

bordes enteros y torcidos hacia abajo, 

coriáceas, estrechas, de 15-35 mm de 

longitud, se parecen mucho a hojas de pino 

curvada, verdeobscuras, lustrosas y brillantes 

por el haz, blanquecinas y recubiertas de pelos 

tectores pluricelulares y ramificados por el 
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envés. Ambas epidermis de la hoja poseen pelos secretores que hacen que toda 

la planta desprenda un agradable aroma alcanforado 0/er Fig. 1 ). 

Florece desde febrero hasta noviembre, 

agrupan en pequeños y cortos 

ramas, el cáliz es leñoso con 

bordeados de blanco, la corola de 1 O 

12 mm de longitud 0/er Fig. 2). 
Fig. 2 Fotografía del Rosmarinus officinalis L. 
en floración, Ejido Agricola Franco, La Barca, 
Jalisco. 

El fruto es un tetraquenio, en el interior de cada aquenio hay un embrlón 

desprovisto de albumen, con 2 cotiledones convexos 55
•
56

• 

Las plantas cultivadas ofrecen ventajas como46
: 

1. Producción en forma localizada 

2. Cosechas abundantes y de buena calidad 

3. Plantas en un estadio de crecimiento similar 

4. Aplicación de técnicas de selección y mejora 

5. Disminuye la posibilidad de adulteraciones y falsificaciones 

6. No atentan contra la población natural de las plantas. 
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La recolección de la planta se recomienda se efectué de los 12 a 18 meses de la 

plantación, posteriormente se realiza una corta anual a principios de primavera o 

mediados de verano; si se requiere para destilación debe preferirse en plena 

floración; es ideal para el uso de herbolaria o alimentación durante el mes de 

septiembre. El corte por la mañana proporciona más aceite esencial que el 

recolectado al atardecer57
•
58

•
59

• 

Características fisicoquímicas del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.46
• 

• Estado 
• Color 
• Oior 
• Densidad (20°C): 
• Índice de Refracción (20°C): 
• Rotación óptica (20°C): 
• Solubilidad en etanol 90° 

Líquido 
Amarillo tenue 
reminiscencia de pino 
0.892-0.91 O g/ml 
1 .464-1.4 72 
-5 a+8 
(20°C} (v/v) 

Existen diferencias importantes entre la composición química de las diferentes 

partes de la planta, las más utilizadas son las hojas y las flores46
, a continuación 

se describen: 

;;. Componentes de las flores y hojas de Rosmarinus officinalis L.: 

• Esencia 1-2%. Está formada principalmente por derivados de tipo terpénico: 

hidrocarburos como el pineno, alcoholes como el borneol y sus ésteres, o 

cetonas (15-25%). 

• Ácido rosmarínico: 3%. Es un derivado fenólico, éster del ácido cafeico y el 

alcohol 2-hidroxidihidrocafeico con propiedades antioxidantes. Están en 

todas las Labiadas. 

• Flavonoides: Tanto libres como en forma de heterósidos. Destacan sobre 

todo la apigenina y la luteolina 

• Picrosalvina o carnoso!: Es una lactona diterpénica con carácter amargo. 
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• Derivados triterpénicos: Son cuantitativamente importantes y destaca el 

ácido ursólico (2-4%). 

)' Componentes del aceite esencial de las hojas de Rosmarinus officinalis L. : 

Principales compuestos AaminiG&aa lnouye 8.61 lbañez E.62 MangenaT7 BasileA63 

% % % % mg/1g 
a-pineno 28.6 24.1 18.18 0.163 
camfeno 7.44 6.08 0.039 
sabineno 0.9 
B-pineno 1.37 2.58 
myrceno 3.24 
a-terpineno 0.47 
r-cimeno 0.74 NI 
limoneno 3.8 NI 0.025 
1,8-cineol 8.5 23.5 12 31.12 0.161 
g-terpeno 0.83 
linalool 1.76 
alcanfor 9.26 19.7 40 30.12 0.06 
bomeol 5.97 7 0.017 
a-terpineol 1.55 
verbenon 5.97 9 4.12 0.025 
timol 0.9 
geranio! 1.37 
acetato de bornil 4.7 2.5 3.17 0.004 
a-cedreno 0.58 

a . .. 
Ustado en orden de la eluc1on de una columna DB-5 

Los constituyentes de los aceites son principalmente hidrocarbonos (CsHa), del 

tipo monoterpenos y sesquiterpenos. Los compuestos oxigenados derivados de 

los hidrocarbonos incluyen alcoholes, aldehídos, esteres, cetonas, fenoles y 

óxidos64
• 

En R. officina/is L. se han reportado diferencias en la cantidad y los componentes 

de los aceites esenciales obtenidos, las cuales dependen de las técnicas de 

recolección, secado, extracción y separación que pueden inducir eliminación y/o 

descomposición selectiva de algunos compuestos, tales como 3-octanol, 

verbenone, bomeol y alcanfof2 (Ver Fig. 3). 
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Diversos factores influyen en el tipo y concentración de constituyentes de los 

aceites esenciales como: la variedad de la especie de la planta y la estación de su 

recolección7
• 

a-Pineno Bomeol Alcanfor 
Aceite esencial 

Fig. 3 Kuklinski C. Farmacognosia. Barcelona, España: Ediciones Omega. SA 2000:296. 

Desde el punto de vista industrial los aceites esenciales son muy utilizados en la 

industria farmacéutica; existen reportes de diferentes extractos y aceites obtenidos 

de plantas medicinales que poseen actividad tanto antimicrobiana como 

inmunológica 51.s2
• 

Si el tratamiento para Candidiasis con fluconazol ha fallado42
, quizá es posible 

que el aceite esencial de hojas de R. officinalis L. sea una estrategia potencial 

para su control terapéutico. 

Existen reportes de diferentes extractos y aceites obtenidos de plantas que 

poseen actividad tanto antimicrobiana o inmunológica50
•
5

1. 

En particular, R. officinalis L. ha mostrado tener un efecto contra c. afbicans7
• En 

este estudio se evaluó la actividad microbicida de este aceite esencial, contra 



25 

cepas de C. albicans resistente al fluconazol y su capacidad de estimular la 

respuesta inmune inespecífica. 
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HIPÓTESIS 

El aceite esencial de Rosmarinus ofñcinalis L. inhibe el crecimiento de C. albicans 

resistente al fluconazol e incrementa la respuesta inmune inespecífica contra C. 

albicans resistente al fluconazol. 
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OBJETIVOS GENERALES 

1. Determinar el efecto antifúngico de el aceite esencial de Rosmarinus 

officinalis L. en cepas de Gandida albicans resistentes a fluconazol. 

2. Cuantificar la respuesta inmune inespecífica de células fagocíticas de 

individuos sanos, expuestas a el aceite esencial de Rosmarinus officinalis 

L. contra C. albicans resistente al fluconazol. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.1 Cuantificar la Concentración Mínima lnhibitoria de el aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis L. contra C. albicans resistente al fluconazol. 

2.1 Determinar el índice de ingestión, digestión y porcentaje de fagocitosis contra 

C. albicans de fagocitos de sangre periférica de individuos sanos expuesto a el 

aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. 
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METODOLOGÍA 

PLAN GENERAL (Ver Rg. 4): 

Se divide en tres fases: 

l. Se obtendrá el aceite esencial de R. officinalis L. por hidrodestilación. 

11. El aceite esencial R. officinalis L. se probará su efecto antifúngico contra 

cepas de C. albicans sensibles y resistentes al fluconazol valorando la 

Concentración Mínima lnhibitoria (CMI). 

111. El aceite esencial R. officinalis L. se diluirá para preestimular a las células 

fagocíticas de sangre periférica de individuos sanos y valorar su efecto 

fagocítico contra C. albicans. 

•:• DISEÑO DEL ESTUDIO: 

Experimental 

Variable independiente: 
~ Administración del R. officinalis L. 

Variables dependientes: 
~ Actividad Microbicida en Unidades Formadoras de Colonias (UFC). 

~ Respuesta Inmune lnespecífica (fagocitosis) 



FASEII 
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GRUPO EXPERIMENTAL 
Valoración de la 

r--- Actividad Mcrobicida 
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FIG. 1 DISEÑO EXPERIMENTAL 
FASEI 

Recolecta, pulverización, 
obtención del aceite esencial 

y 
determinación de humedad 
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• Planta: 

R. officinalis L. cosechado en el Ejido Franco, La Barca, Jal, México. 

• UNIVERSO DE ESTUDIO 

15 Individuos sanos, femeninos o masculinos, entre 18 y 30 años. 

• CRITERIOS DE SELECCIÓN DE PACIENTES 

Criterios de Inclusión: 

Individuos aparentemente sanos 

Que no ingieran medicamento 

Mujeres que no estén embarazadas o en periodo de lactancia. 

Criterios de Exclusión: 

Individuos con enfermedad asociada 

Criterio de Eliminación: 

Se desechó aquellas muestras en las que el rendimiento de células fagocíticas 

fuera insuficiente. 

• CRITERIOS DE SELECCIÓN DE R. officinalis L. 

Criterios de Inclusión: 

El ejemplar se identificó por el Instituto de Botánica de la Universidad de 

Guadal ajara. 

Se cultivó con fertilizantes orgánicos r.;er Fig. 1). 

El corte se realizó por la mañana 

Criterios de Exclusión: 

Se eliminaron las flores. 

•:• RECURSOS MATERIALES 

• Reactivos: 

30 

Tolueno, alcohol, metano!, xilol, dextrán 6% (macrodex) PISA®, solución salina 

fisiológica de NaCI al 0.9% (SSF), solución salina de CINa al 0.2% y 1.6%, 
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solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (PBS), azul tripano, colorante de 

Wright, EDTA, suero autólogo, metanol, alcohol ácido, glicerol (densidad=1.257 

g/ml), xilol, Saboraud, agar cerebro corazón (ACC), caldo cerebro corazón (CCC), 

equipo par la identificación de C. albicans (Vitek, Biomerux®).y para valorar la 

resistencia contra el fluconazol (Sensititre®). 

• Material: 

Canasta de calentamiento con conexión, matraz bombilla, probeta graduada, 

embudo de separación, equipo de extracción, pinzas de 3 dedos con nuez, 

soporte universal, bomba eléctrica, frascos ámbar, tubos de vidrio, pipetas 

pasteur, cámara de Neubauer, sistema vacutainer, cubreobjetos, portaobjetos, 

cámara húmeda, cajas de petri, pipetas graduadas, micropipetas. 

• Equipos: 

Molino eléctrico, destilador tipo Clevenger con trampa de acidez volátil V4065 

Vicosa®, equipo para valoración de humedad, bomba peristáltica multiperpex 

2115 LKB Bromma, reostato, centrífuga refrigerada, Damon/IEC División, lEC PR

J, Centrífuga Damon71EC División, refrigerador, congelador, Contador de colonias, 

American Optical; Microscopio de luz American Optical, Spencer. Microscopio de 

fluorescencia, marca Carl Zeiss, Espectrofotómetro Coleman Junior 11 modelo 6, 

Incubadora a 37°C sin marca. 
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•:• FASE 1: OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS DE Rosmarinus officinalis L. 

• Recolección y Pulverización de Rosmarinus officinalis L. 

La planta se recolectó de cultivo entre los meses de junio a septiembre en el Ejido 

Agrícola Franco, La Barca, Jalisco. 

Después de la recolección, se identifico como Rosmarinus officinafis L. (Labiatae), 

por el lng. Raymundo Ramírez Delgadillo Curador del Herbario del Instituto de 

Botánica de la Universidad de Guadalajara (IBUG) del Departamento de Botánica 

y Zoología del Centro Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la 

Universidad de Guadalajara, con el número de registro 156409 (Anexo 1). 

Para la obtención del aceite esencial por hidrodestilación y la valoración de la 

humedad, se dejó secar la planta a temperatura ambiente durante 10 días y a 

continuación se deshojó y exclusivamente las hojas se molieron hasta 

pulverizarlas. 

• Método de extracción del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. 

Por hidrodestilación. 

Se colocó 150 g de R. officinafis L. pulverizado en 1350 mi de agua bidestilada 

en un matraz bombilla, los cuales se calentaron a punto de ebullición en una 

canasta térmica con reostato y por hidrodestilación en un sistema refrigerante 

(Equipo Vicosa® 4065) se obtuvo el aceite esencial65 0Jer Fig. 5). 

- -- --------
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• Valoración de la Humedad: 

Los aceites volátiles típicos se pierden durante la desecación y estas pérdidas 

son medidas como humedad. Por lo tanto, para la determinación de humedad del 

R. officinalis L. se tomaron 40 g de la planta pulverizada y se cubrieron con 200 

mi de tolueno, con el fin de que atrape el agua. Se calentó hasta la ebullición. La 

humedad del R. officinalis L. se destilo con el tolueno y durante la condensación 

de los vapores el agua se separo del tolueno y se midió su volumen. Este nivel de 

humedad es un control de las características de molienda, almacenamiento y 

obtención del extracto66 (yer Fig. 6) 

El estándar de humedad se tomo en 100 g de hoja seca de R. officinalis L. bajo la 

siguiente formula 

%Aceite esencial = vol. de aceite x 1 00 = % en base seca {bs). 
vol de agua. 
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Fig. 5 Equipo de Hidrodestilación (Vicosa®) 

1. Matraz bombilla 
2. Canasta de calentamiento 
3. Tubo de vidrio con boca esmerilada para ensamble con el conductor de 

la mezcla. 
4. Refrigerante 
5. Tubo graduado en mililitros. 
6. Bomba peristáltica 
7. Llave de tres vías. 
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•:• FASE 11: VALORACIÓN DEL EFECTO ANTIFÚNGICO DE 

Rosmarinus officinalis L CONTRA C. albicans SENSIBLE Y 

RESISTENTE AL FLUCONAZOL. 
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• OBTENCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS DE Candida a/bicans. 

La cepas de Gandida albicans fueron aisladas de pacientes del Hospital Civil OPD 

-Juan J. Menchaca·: Guadalajara, México con las siguientes características: 

Cepa de Aislado de: Sexo del padente Edad del paciente 

C. albicans 

Sensible Aspirado Traqueal Femenino 65 

R1109 Aspirado Traqueal Masculino 40 

R1165 Líquido Peritoneal Masculino 53 

R1120 Aspirado Traqueal Masculino 47 

R22 Secreción de Masculino 38 

catéter 

Se cultivaron en agar Saboraud por 48 h a 3f>C y se almacenaron a 4°C hasta 

su utilización, donde fue resembrada en CCC por 24h a 37°CfJ7 . 

La identificación de genero y especie de las C. albicans se realizó por el método 

automatizado de Vitek (Biomeriux)®, con los protocolos y estándares 

establecidos68 
• 

• IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS CEPAS RESISTENTES 

ALFLUCONAZOL 

Las cepas de C. albicans resistentes a fluconazol fueron valoradas por el método 

de Sensititre® 



• VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD MICROBICIDA: Determinación de 

la Concentración Mínima lnhibitoria por Unidades Formadoras de 

Colonias: 
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El CMI cuantifica la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de R. officinalis 

L. para inhibir la multiplicación del microorg,anismo. 

Se sembró la cepa de C. albicans en CCC y se incubo a 3rC por 24 horas; a 

continuación se lavó 3 veces con SSF y se centrifugó a 2,500 rpm por 1 O minutos; 

la concentración se ajustó con SSF en un espectrofotómetro a 0.02 absorbancia a 

600 nm. Enseguida se depositaron 100 111 de esta levadura en un tubo de vidrio 

con 5 111 de cada una las diluciones del aceite esencial de R. officinalis L. (1 :2, 1 :4, 

1 :8, 1 :16, 1 :32, 1 :64 y 1 :128) y 895111 de PBS, con un volumen final de 1000 

111/tubo. Posteriormente se incubó por 24 hrs. a 3t'C en agitación constante. Se 

obtuvo 500 111 de cada tubo para vaciado en placas de petri con ACC que se 

incubarón por a 48 a 72 h a 31'C. Se registró la dilución del aceite esencial de R. 

officinalis L. donde se inhibió en forma total las UFC y se determina como la 

CM169
• Se realizó por duplicado en tres experimentos independientes. 

-Grupo control: 

Cultivos sin R. officinalis L. solo con PBS. En todos los casos se hizo la valoración 

por duplicado en tres experimentos independientes. 

-Grupo con glicerol. 

Cultivos sin R. officinalis L. solo con 100 111 glicerol y PBS . En todos los casos se 

hizo la valoración por duplicado en tres experimentos independientes para verificar 

si la densidad pudiera afectar el crecimiento del R. officinalis L. 
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•!• FASE 111. VALORACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE 

INESPECÍFICA {FAGOCITOSIS) ESTIMULADA POR 

Rosmarinus officinalis L. CONTRA C. albicans. 

Preparación del estímulo (Candida albicans) 

Se resembró la levadura Gandida albicans en CCC a 37°C por 24 h. Se lavó tres 

veces con 5 mi de SSF y se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min y se eliminó el 

sobrenadante. 

Posteriormente las levaduras fueron cuantificadas en el espectrofotómetro, y se 

ajustaron a 0.02 absorbancia a 600 nm y se utilizó una dilución 1 :1 O de levaduras. 

Obtención de las muestras sanguíneas: 

Previa asepsia al antebrazo en el área de flexión del codo, se procedió a extraer 

por punción venosa periférica 1 O mi de sangre con un sistema vacutainer y 

colocada 5 mi en un tubo con anticoagulante (heparina) para su separación con 

dextrán y 5 mi para la obtención de suero. 

Separación de células fagocíticas con dextrán 

La sangre obtenida se colocó en tubos cónicos con 5 mi de una solución de 

dextrán de 70,000 daltons al 6%, se mezcló suavemente y se incubó durante 20 

min. a temperatura ambiente. 

Se obtuvo el sobrenadante rico en leucocitos neutrófilos, el cual se lavó con PBS a 

1500 rpm durante 5 min. a 4°C. En caso de observar presencia de glóbulos rojos 

se hizo lisis hipotónica con 20 mi de solución salina al 0.2%, con agitación suave 

por 20 segundos, e inmediatamente después se agregó 20 mi de solución salina 

al 1.6 %, se mezcló y centrifugo a 1500 rpm durante 5 min. a 4° e y se lavaron con 

PBS a 1500 rpm .. 

La viabilidad celular fue probada por la tinción de exclusión con azul tripano 

aceptando una viabilidad mínima del 95%. 
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Fagocitosis: 

- Adherencia celular. 

Las células fagocíticas previamente separadas con dextrán, fueron ajustadas a un 

volumen de 2x106 células/mi de PBS en cámara de Neubauer. 

Posteriormente se depositaron 300 ~~ de las células sobre cubreobjetos cortados 

en 4, desengrasados y colocados en tapones de hule. Se incubaron por 30 

minutos a 37oc en cámara húmeda para que las células se adhirieran al vidrio y 

se lavaron con PBS a 37°C. 

-Preestimulación con R. officinalis L. 

A continuación las células fagocíticas fueron preestimuladas durante 30 minutos a 

37°C en atmósfera húmeda con la dilución óptima del aceite esencial de R. 

officina/is L. para estimular la respuesta inmune, se probó de una dilución 1 :2, 1 :4, 

1 :8, 1:16, 1 :32, 1:64 y1 :128. 

-Se lavó con PBS a 37°C. 

-Opsonización e ingestión: 

Previo a la ingestión, se opsonizó Gandida albicans con suero heterólogo al 10% 

y PBS a 37°C por 15 a. -

Para la ingestión se expusieron las células adheridas y presensibilizadas con R. 

officinalis L., a C. albicans opsonizaday se incubo durante 30 minutos a 37°C en 

atmósfera húmeda. 

-Se lavó con PBS a 37°C 

-Digestión. Se incubo con 300 J.ll de PBS por 30 minutos a 3JDC en 

cámara húmeda 

-Se lavó con PBS a 37°C. 

- Tinción de Wrighf0, se secó la preparación a temperatura ambiente, se 

agregó colorante de Wright 300 !JI por 1 O minutos, luego se le agregó 50 !JI de 

agua destilada, se formó una capa metálica, se enjuagó con agua destilada y se 

dejó secar. Se montó en portaobjetos con resina. 
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-Observación al microcopio de luz. La cuantificación del proceso fagocítico 

se realizó en un microscopio de luz, observando la ingestión y digestión de 200 

células por preparación. Se valoró el índice de ingestión y el índice de digestión. 

- Grupo control: Se preestimuló en las mismas condiciones con PBS y sin 
R. officinalis L. 

En todos los casos se hizo la valoración por duplicado. 

• ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Se describieron los datos en cuadros y figuras utilizando media y desviación 

estándar debido a que son de escala de razón (UFC, Índice de ingestión, índice 

de digestión). 

La estadística inferencia! se utilizó para comparar el grupo control contra el grupo 

experimental (con aceite esencial de R. officinalis L.) a través de la prueba 

paramétrica t de student, aceptando como diferencia significativa una P!S: 0.05 y 

con un intervalo de confianza del 95%. 
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RESULTADOS 

Se obtuvo 2.5 mi de aceite esencial de 150 g de las hojas pulverizadas de R. 

officinalis L. con 1350 mi de agua bidestilada por hidrodestilación a una 

temperatura de ebullición por 3 horas. 

Para valorar la humedad del aceite esencial se obtuvó una replica de 0.9 mi de 

aceite esencial utilizando 50 g de las hojas pulverizadas de R. officinalis L. con 

500 mi de agua bidestilada a temperatura de ebullición por 2 horas. 

La humedad valorada de acuerdo a la norma American Spice Trade Association 

(Asociación Americana del Comercio de Especies = ASTAf1 fue de 7.5%, 

utilizando 40 g de las hojas pulverizadas de R. officinalis L. con 200 mi de tolueno 

durante 2 h calentado a una temperatura de ebullición y se obtuvieron 3.0 mi de 

agua valorada de la siguiente manera: 

•!• HÚMEDAD 

Formula: 
Agua obtenida x 1 00 

Peso seco del polvo de la planta 
Substituyendo: 

%de humedad 

3.0 mi de agua X 100 . = 7.5% 
40 g de las hojas pulverizadas R. officinalis L. 

•!• FORMULA PARA LA MASA PARCIAL (HUMEDAD) DE LA BASE SECA : 

Formula: 

Substituyendo: 

%DE HUMEDAD X PESO SECO TOTAL 
100 

7.5% X50g=3.75g 
100 



•:• CANTIDAD DE ACEITE ESENCIAL : 

Formula: 
BASE SECA INICIAL N MASA PARCIAL (humedad) 

Substituyendo: 

50 g -3.75 g = 46.25g BASE SECA SIN HUMEDAD. 

•:• PORCENTAJE DE ACEITE ESENCIAL: 

Formula: 

Aceite esencial obtenido X 1 00 . = % aceite esencial 
Peso de la masa parcial en base seca sin humedad 

Substituyendo: 

0.9 mi X 100 = 1.94% en base seca (Replica) 
46.25 g 

0.9 mi X 100 = 1.8 % en base húmeda (Replica) 
50 g 
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El índice de humedad aceptable se encuentra dentro del1 O% para el Rosmarinus 

officinalis L. de acuerdo a la norma American Spice Trade Association (Asociación 

Americana del Comercio de Especies= ASTA). 
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CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA DE Rosmarinus officinalis L. 

Las cepas de C. albicans sensible y resistentes al fluconazol (R11 09, R1165, 

R1120 y R22) fueron inhibidas por el R. officinalis L. a una dilución 1 :2 del 

concentrado de 5 ¡.JI/mi que corresponde a la CMI de 2.5 ¡.JI/mL 

Previo a la valoración de la CMI se probó un grupo control con glicerol (densidad 

1.257 g/ml) en substitución del aceite esencial de R. officinalis L. (densidad 0.892 

N 0.910 g/ml) obteniéndose una concentración de UFC similar a las del grupo 

control con PBS (Ver Fig. 7). 

Fig. 7 UFC de C. albicans 
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Fagocitosis: 

Las células fagocíticas fueron obtenidas de sangre periférica de 8 mujeres y 7 

hombres voluntarios con un promedio de edad 24.7± 6.2 años. 

Para preestimular la respuesta inmune inespecífica en células fagocíticas, se 

preparó una solución concentrada de 1 ~Uml del aceite esencial de R. officinalis L. 

y se probaron las diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128, encontrando 

agregación celular de las diluciones 1:2 hasta la 1 :8 Cl/er Fig. 8). De la dilución 

1 :16 a 1:128, la dilución 1 :32 que corresponde a 0.032 ~U mi rver Fig. 9), mostró 

un incremento mayor que el resto en el índice de ingestión de C. albicans. 

Dilución que se utilizó para valorar la respuesta inmune inespecífica en todos los 

casos. 

Figura 8. Células fagocíticas expuestas a aceite esencial de R. officinalis L. 
dilución 1:2. 
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Índice de Ingestión: 

El promedio del Índice de Ingestión sin preestimulo con R. officina/is L. en las 

cepas sensibles R1109, R1120 y R22 de C. albicans utilizadas en este estudio 

fue de 0.255± 0.067, 0.440± 0.120, 0.540± 0.139 y 0.330± 0.120; al preestimular 

con R. officinalis L. se incremento significativamente (p::m.001) a 0.587± 0.128, 

0.650± 0.130, 0.740± 0.180 y 0.470± 0.110; con un porcentaje de incremento de 

130.2%, 47.7%, 37.4% y 14.24% respectivamente. La única cepa donde ellndice 

de Ingestión disminuyó fue la R1165 de 0.480± 0.220 a 0.430± 0.110 (-10.41%) 

(Ver Fig. 1 O y Fig. 11). 

Fig.1 O Fagocito expuesto al aceite esencial de R. officinalis L (dilución 1 :32) con 2 

levaduras de C. albicans ingeridas. 
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FIG. 11 MEDIA DEL ÍNDICE DE INGESTIÓN DE C. a/b/cans SENSIBLE O RESISTENTE 
(R) AL FLUCONAZOL POR NEUTRÓFILOS DE INDIVIDUOS SANOS PRE

ESTIMULADOS CON UNA DILUCIÓN 1 :32 DEL ACEITE ESENCIAL DE Rosmarlnus 
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Índice de Digestión: 

El promedio del Índice de Digestión en las cepas utilizadas sensibles a fluconazol 

fue de 0.033± 0.023, en la R11 09 de 0.030± 0.010, en la R1165 de 0.070± 0.030, 

en la R1120 de 0.060± 0.020 y en la R22 de 0.040± 0.020. Estos valores se 

incrementaron al preestimular con R. officinalis L. a: 0.1 05± 0.062 (pg}.001 ), 

0.110± 0.050 (p~0.05), 0.100± 0.020 (p~0.05) y 0.070± 0.030 (p~0.05) con 

porcentajes de incremento de 218.18%, 266.66%, 42.85%, 66.66% y 75% 

respectivamente 0/er Fig. 12 y Fig. 13). 

Fig. 12 Fagocito expuesto al aceite esencial de R. officinalis L (dilución 1 :32) con 2 

levaduras de C. albicans digeridas. 



0,180 

0,160 

0,140 

.á 0,120 
7ii 
"' 5 o.1oo 

"' "O 0,080 
~ 
~ 0,060 

0,040 

0,020 

0,000 

FIG. 13 MEDIA DEL iNDICE DE DIGESTIÓN DE C. albicans SENSIBLE O 
RESISTENTE (R) AL FLUCONAZOL POR NEUTRÓFILOS DE INDIVIDUOS 

SANOS PRE-ESTIMULAOOS CON LA DILUCIÓN 1 :32 DEL ACEITE ESENCIAL DE 
Rosmarinus officlnalis L. (ROMERO) 

SENSIBLE R1109 R1165 R1120 R22 

n= 15 individuos/grupo 
111 CONTROL 11 ROMERO 1 CONTROL VS ROMERO • p S 0.05 ""p S 

Porcentaje de Fagocitosis: 

49 

El promedio del porciento de fagocitosis encontrado fue de 43.03± 9.49% en la 

cepa de C. albicans sensible, 88.17± 30.35% en la R11 09, 86.00± 18.23 % en la 

R1120 y 62.87± 1 0.16 % en la R22 los cuales tuvieron un incremento altamente 

significativo (p!>0.001) al preestimular con R. officinalis L. a 95.82 %, 101.75%, 

107.87% y 79.59% respectivamente p./er Fig. 15). 

La cepa R1165 no mostró una diferencia estadísticamente significativa de 78.00± 

32.57 % sin preestimulo a 68.80± 13.97 % con el preestimulo de R. officinalis L. 
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DISCUSIÓN 
Durante los últimos 20 años, los aceites esenciales de plantas, se han destacado 

entre otras funciones como antimicrobianos61
• 

En particular, se ha reportado que el aceite esencial de R. officinafis L. tiene efecto 

microbicida contra C. afbicans y otros hongos;7 en este estudio se encontró este 

efecto en cepas de C. albicans resistentes al fluconazol. 

La mayoría de los aceites esenciales tienen actividad microbicida, cuya eficiencia 

depende de la concentración y origen del aceite, así como del tipo de 

microorganismo y de la cepa7
• 

Esta capacidad de inhibir algunos microorganismos y otros no, muestra el 

potencial del grupo de los monoterpenos en el control de los procesos microbianos 

del medioambiente, donde ellos son abundantes72
• 

Cabe destacar que los principales compuestos de los aceites esenciales también 

presentes en los aceites de R. officinafis L como el alcanfor y el 1 ,8-cineol han 

mostrado no tener efectos mutagénicos por la prueba de Ames73
, abriendo una 

pauta en las alternativas ecológicas de tratamientos microbicidas eficientes. 

Los resultados de diferentes artículos científicos coinciden en que los principales 

componentes químicos del aceite esencial de la hojas de R. officinalis L. obtenidos 
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por hidrodestilación son los grupo de monoterpenos y sesquiterpenos, donde se 

destacan a-pineno (30.3%, ), camfeno (9.26%), 1 ,8-cineol (8.5%), bomeol 

(5.97%), ¡3-pineno (1.37%)46
,
60

/
4 y en algunos casos limoneno y alcanfor63

• 

Los aceites esenciales abundantes en 1 ,8-cineol, borneol y alcanfor entre otros, 

se han asociado con un efecto microbicida75
, en particular en la inhibición de 

Gandida albicans76
'
77

'
78

• 

Específicamente el 1 ,8-cineol tiene una elevada actividad bactericida79 y 

antimicótica, se ha reportado que de 12 hongos, siete mostraron inhibición 

incluyendo C. albicans60 

Uno de los componentes de los aceites esenciales, el monoterpeno a-pineno ha 

mostrado a través de microscopia electrónica, que en el proceso de lisis celular de 

C. albicans se daña la pared celular, existe ruptura de la membrana citoplásmica y 

la liberación de sus componentes intracelulares81
, apoyando esto el posible efecto 

directo del aceite esencial de R. officinalis L. sobre el hongo. 

La actividad antifúngica del aceite esencial de R. officinalis L. fue altamente 

eficiente al mostrar una CMI 2.5 ¡.11/ml, aunque sus mecanismos antifúngicos se 

desconocen. 
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De acuerdo a lo reportado en la literatura científica para otros aceites esenciales, 

es posible que sus principales efectos antimicóticos sean a través del conjunto de 

los compuestos 1 ,8-cineol, borneo!, alcanfor y a-pineno, aunque es posible que 

cualquiera de los monoterpenos y sesquiterpenos constituyentes del aceite tengan 

efecto microbicida. 

Por otro lado, en este estudio se observó la estimulación del aceite esencial de R. 

oficinalis L. sobre la respuesta inmune inespecífica de neutrófilos contra C. 

albicans resistente al fluconazol. A la fecha no existen evidencias sobre el aceite 

esencial de R. officinalis L como inmunomodulador de la respuesta inmune 

inespecífica. 

En particular, Melaleuca alternifolia contine el terpeno 1 ,8-cineol, similar al de R. 

officinalis L. el cual se ha observado que suprime la producción del radical libre 

superóxido en monocitos pero no en neutrófilos82
, lo cual da una luz en la 

posibilidad de la regulación selectiva de estos aceites en la respuesta inmune 

inespecífica. 

Así mismo, este mismo terpeno 1 ,8-cineol, inhibe sobre monocitos estimulados 

por LPS in vitro, la formación de prostaglandina> y citoquinas83
, en particular el 

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), la lnterleucina 1f3 (IL-1f3), elleucotreno 

B4 y los tromboxanos84
'
85

. 
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Independientemente de esta inhibición, Cassella JP y cols., sugieren que los 

aceites esenciales tienen un efecto inmunoestimulante porque rechazan o 

detienen las infecciones86
• Son necesarios estudios sobre los mecanismos 

inmunológicos por los cuales los aceites esenciales puedan ejercer su efecto. 

La determinación de la viabilidad celular expuesta a diferentes concentraciones del 

aceite esencial de R. officinalis L. mostró que una dilución menor a 1 :8 daña la 

célula, posiblemente por la presión osmótica del R. officinalis L. a esas 

concentraciones. La curva del índice de ingestión 0fer Figs. 9 y 1 O) de las 

diluciones de 1:16 hasta 1 :128 muestran que son capaces de fagocitar y estimular 

la respuesta inmune y que los factores físico-químicos del aceite no afectan su 

respuesta inmune inespecífica. 

Los resultados de este estudio apoya el papel inmunoestimulante de R. officinalis 

L. en neutrófilos contra C. albicans resistente al fluconazol. 

El posible efecto del aceite esencial R. officinalis L. mostrado en este estudio 

contra cepas resistentes al fluconazol es más eficiente porque estimula la 

respuesta inmune inespecífica contra este hongo a una concentración de 0.032 

~1/ml, considerablemente más baja que la concentración de 2.5 ~1/ml que se 

requiere para un efecto microbicida directo contra este hongo. 

La cepa R1165 resistente al fluconazol no incremento la respuesta inmune 

inespecífica como en el resto, al ser preestimulada con aceite esencial de R. 

officinalis L, posiblemente el mecanismo de resistencia al fluconazol como son las 

alteración de la permeabilidad de la membrana, la sobreproducción o modificación 
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del enzima lanosterol 14-a.-dimetilasa, la expresión de proteínas transportadoras 

para antimicóticos que actúan como bombas de flujo87 o por un cambio en la 

composición lipídica de la membrana del hongo88
, pudieran influir en la posible 

estimulación de este aceite. Se requieren estudios donde se determine el 

mecanismo de resistencia las cepas de C. albicans asociado a el efecto 

estimulante de R. officinalis. 

El aceite esencial de R. officinalis L. es un producto biológico potencial para las 

nuevas estrategias terapéuticas contra los microorganismos de difícil control en la 

actualidad89
•
90

• 
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CONCLUSIONES 

1 . En este estudio el aceite esencial de hojas de Rosmarinus officínalis L. 

tiene actividad microbicida in vítro contra C. albícans resistente al 

fluconazol. 

2. El aceite esencial de hojas de Rosmarínus officínalis L. incrementa 

significativamente el índice de ingestión y digestión y el porciento de 

fagocitosis de neutrófilos contra C. albícans resistente al fluconazol. 



-------------------------------------------

ACC: Agar Cerebro Corazón. 

CCC: Caldo Cerebro Corazón. 

GLOSARIO 

CMI: Concentración Mínima lnhibitoria. 

lgG: lnmunoglobulina 

JJI: Microlitro 

nm: Nanómetro 

PBS: Solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 

PMN: Células polimorfonucleares o granulocitos. 

SSF: Solución Salina Fisiológica. 

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa 

UFC: Unidades formadoras de colonias. 
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ANEXO 



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 
CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BJOLOGICAS Y AGROPECUARIAS 

DEPARTAMENTO DE BOTANJCA Y ZOOLOGJA 

Número ........... . 

A QUIEN CORRESPONDA: 

Por este conducto hago de su conocimiento que la Alumna: GLORIA 
NAZDIRA ABURTO CANSINO, Código 090271725 entrego para su 
determinación un ejemplar de herbario el cual fue identificado como 
Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) 

Dicho ejemplar se encuentra depositado en la colección del Herbario 
IBUG, de la Universidad de Guadalajara con el número de registro 156409. 

Se extiende la presente a petición de la interesada, para los fines que a 
ella convenga. · 

Sin otro particular, quedo de usted. 

Atentamente 
"Piensa y Trabaja" 

Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jal., 10 de febrero de 20ÍH. • 

Ing. Raym o Ram1rez Delgadillo 
Curador del Herbario IBUG ¡,, í· 

Km 15.5 carretera Guadalajara·Nogales, Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jalisco, México 
Teléfono y Fax (91·31 6820003 

·Apanado Postal 139, Zapopan, C.P. 4511 O, Jalisco, México 


