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RESUMEN

La candidiasis es una micosis de distribucion cosmopolita, la incidencia de esta
enfermedad y su asociacion a las tasas de mortalidad se han elevado durante los
(ditimos 15 a 20 afios.

El tratamiento de eleccion 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 vy eleva el costo del tratamiento, por lo que es necesario investigar otras
sustancias con actividad antifiingica 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 officinalis L. poseen actividad
antimicrobiana efectiva contra Candida albicans; aunque se desconoce Su
actividad en cepas resistentes al fluconazol y su efecto en la respuesta inmune
inespecifica contra estos patégenos.

El propésito de este estudio fue investigar e efecto antifingico del aceite esencial
de R. officinalis L. obtenido por hidrodestilacién; se probo contra cepas de C.
albicans sensibles y resistentes al fluconazol valorando la Concentracién Minima
Inhibitoria (CM}). Diluciones del aceite esencial de R. officinalis L. se utilizaron
para preestimular a las células fagociticas de sangre periférica de 15 individucs
sanos y valorar su efecto fagocitico contra C. albicans sensible y 4 cepas
resistentes al fluconazol (R1109, R1165, R1120 y R22).

El aceite esencial de R. officinalis L. inhibié con una CMI de 2.5 pi/ml tanto a ias
cepas de C. albicans sensible como a las cepas resistentes al fluconazol.

El indice de ingestion, digestion y porciento de fagocitosis se incremento al utilizar
una dilucién 1:32 del concentrado de 1 pi/mi, con una concentracion final de 0.032
pi/ml del aceite esencial de R. officinalis L. para estimular a los polimorfonucleares
comparados con los del grupo control, con una diferencia significativa de p<0.001,
0.05, 0.001 respectivamente, este efecto se observé en las cepas sensible y en
las resistentes al fluconazol, excepto en la cepa 1165.

Diferentes autores coinciden en que los principales componentes quimicos dei
aceite esencial de la hojas de R. officinalis L. son o-pineno {30.3%), camfeno
(9.26%), 1,8-cineol (8.5%), borneol (5.97%), B-pineno (1.37%) y en algunos casos
limoneno y alcanfor. Los aceites esenciales abundantes en 1,8-cineol, borneol y
alcanfor entre otros  se ha asociado con un efecto microbicida, en particular en la
inhibicion de Candida albicans es posible que sean estos lo principios activos
para el efecto microbicida en este estudio.

También se logro observar la estimulacion del aceite esencial de R. officinalis L.
sobre la respuesta inmune inespecifica de neutréfilos contra C. albicans resistente
al fluconazol. A la fecha no existen evidencias del papel del aceite esencial de A.
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 inespecifica (fagocitosis) de neutréfilos contra
C. albicans resistente al fluconazol y su efectividad en la actividad microbicida in
vitro contra C. albicans resistente al fluconazol.




INTRODUCCION

La candidiasis es una micosis de distribucién cosmopolita, la incidencia de esta
enfermedad y su asociacién a las tasas de mortalidad se han elevado durante los

Gltimos 15 a 20 afos'.

En los Estados Unidos de América entre 1980 y 1989, el Sistema Nacional de
‘Sobrevida de Enfermedades Infecciosas Nosocomiales, mostrdé un aumento en

las infecciones del torrente circulatorio por Candida de 487%2

Existen diversos factores predisponentes asociados a candidiasis como catéter
intravascular, tratamiento con antibiéticos, cirugia, estancia en unidades de
cuidados intensivos, cancer, tratamiento con esteroides, infeccién por VIH e

inmadurez fetal®*.

El tratamiento de eleccién para la Candidiasis es el fluconazol. Ei 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 tratamiento®.

De las diferentes especies de Candida, la mas patdgena y frecuente es C.
albicans, con mayor resistencia a los diferentes tratamientos entre elios el
fluconazol; la erradicacion de esta enfermedad requiere buscar nuevas

altemativas que mejoren ia calidad de vida dei padente®.




En este sentido las plantas juegan un papel importante en la terapéutica de
diferentes enfermedades®; en particular los aceites esenciales de plantas como A.
officinalis L. poseen actividad antimicrobiana efectiva contra hongos como C.

albicans’. Pero se desconoce su actividad en cepas resistentes al fluconazol y su

efecto en la respuesta inmune contra estos patégenos.



ANTECEDENTES

Candidiasis, (moniliasis, muguet o algodoncillo) es una micosis primaria o
secundaria ocasionada por levaduras endbgenas y oportunistas del género

Candida, especialmente por la especie albicans frecuente en seres humanos®,

La incidencia de esta enfermedad se ha elevado durante fos ditimos 20 afos y
constituyen el 25% de las micosis superficiales. Las manifestaciones clinicas de la
enfermedad son muy variables y van desde aguda, subaguda, y crénica a

episddica®.

C. albicans es un hongo que tiene dos formas: hifas y levaduras. Crece en agar
Sabouraud a temperatura ambiente o a 37°C, forma colonias lisas, cremosas que

al envejecer son mas grandes y aparecen surcadas y rugosas'’,

En frotis de exudados Candida albicans se presenta como una levadura oval de 2
a 3 por 4 a 6 ym. El desarmollo superficial consiste en células ovales en gemacion
y las sumergidas en pseudomicelio compuestoc de pseudohifas que forman
blastoconidias y algunas veces clamiconidias. C. albicans fermenta la glucosa y
maltosa, produciendo tanto acido como gas y no fermenta la lactosa que la
distinguen de otras especies de Candida patégenas como C. parapsilosis, C.
tropicales, y C. glabatra y en menor frecuencia C. kefyr, C. krusei y C.

guilliermondii"’.
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El nimero de casos de Candidiasis sigue en aumento por: el incremento de la
esperanza de vida y en consecuencia aumenio de enfermedades geratricas;
empleo prolongado de antibidticos de amplio espectro, automedicacion,
complicaciones de las técnicas quirtrgicas o el incremento de pacientes en las

unidades de cuidados intensivos'>*3,

Las caracteristicas que favorecen que C. albicans 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 Ia piel*!, individuos con deficiencia de la inmunidad celular como el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA} o humoral (leucemia, mieloma);
enfermedades con alteracién de la fagocitosis (lupus, diabetes); granulodtopenia
(citotdxicos, radioterapia); inmunodepresion secundaria a la administracion de
glucocorticoides y quimioterapia, principaimente en transplantados; quemaduras
graves; asi como en pacientes con alimentacién parenteral y con catéteres
intravasculares. Es evidente que debe existir una asociacién entre el hongo y las
defensas del huésped para que ocurra la Candidiasis'®.

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 categorias: la innata (no especifica)
y la adaptativa/adquirida (especifica). La respuesta inmune involucra primero el
reconocimiento de un patdgeno y segundo montar una respuesta contra este'®.

La teoria celular de la inmunidad, que afirmaba que las céiulas del huésped eran
los principales mediadores de la inmunidad, fue inicialmente definida por Elie
Metchnikoff. Su demostracién de fagocitos rodeando una espina clavada en una
larva translicida de estrella de mar, publicado en 1893, fue quizas la primera
evidencia experimental de que las células respondian a los cuerpos extrafios'”.
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Las células que participan en las reacciones inflamatorias son: monocitos,
linfocitos y  polimorfonucleares (PMN), estos Ultimas incluyen a los neutrdfilos,
baséfilos y eosindfilos'®'®'°, Los neutréfilos son la defensa primaria (innata) contra

la invasién y diseminacién de la candidiasis®.

Normalmente la sangre contiene 5 x10° leucocitos por mm® 2!y de estos un 60%
son los fagocitos neutréfilos, que funcionan como la primera linea de defensa
celular contra las infecciones microbianas®.

Una de las principales funciones de los fagocitos es reconocer, ingerir y destruir
particulas por medio de un proceso llamado fagocitosis, de esta manera los
microorganismos pueden ser tomados, engiobados y destruidos dentro del
fagocito. Algunos fagocitos son importantes en la produccién de moléculas
solubles que median la respuesta inflamatoria, que se presenta de manera normal
en los procesos infecciosos?24%,

Los ‘granulos de los neutrdfilos son organelos unidos a la membrana;
aproximadamente un tercio de los granulos en los neutréfilos maduros son
azurofilicos o granulos primarios, el contenido de estos granulos incluye lisozimas
y colagenasa entre otras sustancias; los granulos secundarios o especificos
contienen sustancias como citocromo b, mieloperoxidasa y lactoferrina gue en
combinacién con los metabolitos de O3 toxico, oxido nitrico, proieasas,
fosfolipasas, proteinas antibacterianas y péptidos vierten su contenido al
fagosoma para eliminar o destruir a los agentes patégenos?.

Tanto los PMN como los monocitos provienen de un reservorio de células madre
precursoras de la médula Osea, y presentan receptores para anticuerpos y
complemento necesarios para aumentar la fagocitosis®.

Los neutréfilos que junto con los eosindfilos y basdfilos tiene un nicleo
multilobulado abundan en la sangre pero estan ausentes en los tejidos normales,
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tienen un promedio de vida de 6 h®; comprenden 40 a 75 % de los leucocitos de
sangre peritérica, el neutrdfilo maduro tiene un didmetro entre 10 y 12 pm y
contiene un nicleo segmentado con cromatina y 2 a 5 l6bulos conectados por
delgados filamentos nucleares® .

En condiciones normales cada dia salen a la circulacién 10 millones de neutréfitos
maduros, estos granulocitos, son considerados los mas importantes y numerosos
del huésped en la respuesta inmune innata y constituyen la primera linea de

defensa para la respuesta inmune contra bacterias y hongos®®%,

Antes de que la fagocitosis ocdrra, el fagocito debe migrar hasta un gradiente
quimico mayor de substancias bacterianas, proceso al cual se denomina
quimiotaxis. Las bacterias producen sustancias quimiotacticas y la generacién
local de citocinas, mediadores lipidos de inflamacién y neuropéptidos, son
cruciales para la quimioatraccién de la célula y para coordinar la activacion de
células efectoras. Esto permite que se guie a los fagocitos al microbio que luego,

debera de adherirse a la superficie del neutréfilo™>

Posteriormente ocurre la opsonizacion, proceso por el cual se unen
inmunoglobulinas (lg) y fragmentos de complemento al microbio para aumentar
la ingestién por los fagocitos®'.

FAGOCITOSIS:

La fagocitosis se lleva a cabo principalmente por neutréfilos y macréfagos. Este
proceso comprende la ingestién y digestion de microorganismos, particulas
insolubles, células muertas o danadas del huésped y detritus celulares. Estas
células provienen de un linaje comtn y se diferencian no solo por su capacidad de
fagocitar sino por la secrecion de moléculas activas, reparar heridas, la
modulacién de la inflamacién, respuesta inmune y el proceso fagocitico per se®.




Se han identificado varios estados o etapas en la fagocitosis como son %%

a) Adherencia a células endoteliales o a otras células fagociticas, esta
adherencia en ocasiones es inefectiva para aquellos microorganismos
capsulados.

b) Quimiotaxis o atraccién: es el movimiento de la célula, inducido por
mecanismos  directos como Cb5a resultado de la activacién del
complemento; o indirectos por la consecuente liberacion de factores
preformados dentro de mastocitos por activacion de C3a o C5a. Lla
adherencia y la quimiotaxis inician la fagocitosis.

¢) Fijacion. Los receptores de membrana del fagocito deben transmitir senales
al citoplasma para la formacién de seudépodos y la protusion de
membranas alrededor del microorganismo.

d) Formacién del fagosoma, requiere de una interaccion secuencial de
receptores en la superficie de un fagocito con los ligandos existentes en la
superficie de una particula, la extensién de los seudépodos es conforme a
la distribucién de los ligandos opsénicos sobre la superficie de la particula;
esto propulsa fos seudépodos alrededor de la particula.

e) La formacién de la vacuola fagocitica se lleva a cabo mediante la
interaccion de los receptores en la superficie del fagocito con los ligandos
opsoénicos de una particula; inicia la formacién de seudépodos, uniéndose a
ligandos especificos en la superficie de la particula hasta que el
pseuddpodo envuelve de manera total a la particula.

f) Ingestion o englobamiento de la particula, resulta de la extensiéon de
seudépodos sobre y alrededor de la superficie de la particula el fagosoma
se adentra en la célula y se fusiona con un lisosoma, formando un
fagolisosoma, que contiene intermediarios reactivos de oxigeno, enzimas
hidroliticas y lisozima, conocido todo esto como “estallido respiratorio”.

g) Muerte intracelular o degranulacién de los granulos secundarios ©
especificos, ya sea por factores solubles o por contacto con receptores
celulares, esto puede ser coincidente a la formacion del fagosoma.

13
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h) Digestién, es mediada por sustancias liberadas de los granulos fagociticos
en combinacién con el estallido respiratorio y el sistema microbicida

oxigeno independiente.

Las fases observadas después de la internacion, son cambios en la fisiologia del
microorganismo como pérdida de fa viabilidad, inhibicion en fa sintesis de
macromoléculas, sequida por lisis y digestibn por enzimas lisosémicas,
involucrando sistemas oxigeno-dependiente y oxigeno-independientes®.

independiente del estado inmunolégico del paciente, el tratamiento de eleccion
para C. albicans es el fluconazol, triazol soluble en agua con mas del 90% de
biodisponiblilidad, administrado oralmente como terapia de candidiasis orofaringea
en infecciones avanzadas de VIH y SIDA, se absorbe por via gastrointestinal, la
concentracién en plasma es la misma después de administrarlo por via oral o
intravenosa y la presencia de alimentos o la acidez gastrica no modifica su
absorcién. El fluconazol penetra facilimente en liquidos corporales *; este
fungistatico inhibe la enzima lanasterol 14-a-dimetilasa perteneciente al citocromo
P-450, o que interrumpe la conversion de lanosterol a ergosterol, y por lo tanto
{leva a una acumulacién de 14-a-metilesterol y a una disminucion 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
inhibicién del crecimiento y replicacién del hongo. Asi mismo, los azoles inhiben el
sistema de enzimas del citocromo P-450 de la cadena respiratoria del hongo,
tienen una interaccion téxica con los fosfolipidos de la membrana, y una inhibicién
de la transformaci6n de la levadura a su forma micelial®.

Los derivados imidazélicos son activos frente a los dermatéfitos, hongos
dimorficos, levaduras, parasitos y diversas bacterias gram positivas. Inhiben la
sintesis de ergostero! en los hongos por interferencia con el sistema demetilasa
lanosterol en los hongos por interferencia con el sistema demetilasa lanostero!
dependiente de! citocromo microsomal'® .
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Las cepas de C. albicans han desarrollado resistencia por la exposicion frecuente
al fluconazol ya sea como tratamiento o profilaxis®6¥-#829404142 | 3 falla en la
terapia con fluconazol hace urgente buscar nuevas estrategias terapéuticas
biolégicas que sean efectivas y ayuden a la respuesta inmune, que destruyan al

microorganismo y que econdémicamente sea factible su desarrollo®.

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

control terapéutico de algunas enfermedades®**°.

Debido a la gran diversidad vegetal del planeta, las plantas nos ofrecen un
extraordinario arsenal de biomoléculas con diferente actividad biolégica

potencialmente Utiles para e! tratamiento de infecciones ***°.

Una planta medicinal es cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de sus
érganos, alguna sustancia con actividad farmacologica que se pueda utilizar con
fines terapéuticos o que se pueda emplear como prototipo para obtener nuevos
farmacos®,

El uso de plantas mediciﬁales como remedio para el alivio de enfermedades es
posible que se remonte a hace 5 mil afios”’. En ciudades industrializadas, la
bisqueda de plantas medicinales ha ido en aumento y su- compra se ha
incrementado en los pasados 10 afos*®

Hoy en dia las plantas son el origen de algunas drogas utilizadas para la mejoria
.de enfermedades que afectan a la mayoria de la poblacién en el mundo. Muchas
de las substancias derivadas de las plantas constituyen el 25% de las
prescripciones médicas*®.

Existen reportes de diferentes extractos y aceites obtenidos de plantas que
poseen actividad tanto antimicrobiana como inmunolégica 5%
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En particular, el aceite esencial de R. officinalis L. ha mostrado tener un efecto
contra C. albicans . Basados en una revisién de la literatura cientifica (Mediine
1966 a enero del 2003), 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 inespecifica.

Las plantas medicinales son usadas basicamente en dos formas #6568

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

a. Esencia es una secrecién natural elaborada por el material
vegetal, la cual puede estar distribuida en diversas partes del
mismo vegetal: en las raices, tallos, hojas, fiores, frutos, cortezas
y semillas.

b. Aceite esencial es un extracto natural de ias plantas aromaticas
obtenido por destilacion con hidrodestilacion o vapor de agua, es
decir, el aceite esencial es la esencia destilada del material
vegetal.

c. Infusiones son liquidos extractivos acuosos obtenidos por la
accién poco prolongada del agua a temperatura proxima a la
ebullicion, seguido de una maceracién que puede durar hasta 30
minutos.

d. Tinturas son preparaciones liquidas obtenidas a temperatura
ambiente mediante maceracién o por disolucién de los extractos
Secos.

e. Extractos son preparados obtenidos por concentracién parcial o
total de los liquidos extractivos. V

2) Compuestos puros, quimicamente definido su principal actividad *.

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

aromatica, o esencia vegetal *°.




METODOS DE SEPARACION DE LOS ACEITES ESENCIALES®:

Destilacién

Este método consiste en separar los componentes de las mezclas
basandose en las diferencias en los puntos de ebullicién de dichos
componentes. Cabe mencionar que un compuesto de punto de
ebullicién bajo se considera ~volatil" en relacion con los otros
componentes de puntos de ebullicibn mayor. Los compuestos con
una presion de vapor baja tendran puntos de ebullicién altos y los
que tengan una presion de vapor alta tendran puntos de ebullicién

bajos.
Los tipos de Destilacién mas comunes son:

Destilacién Simple El proceso se lieva a cabo por medio de una
sola etapa, es decir, que se evapora €l liquido de punto de ebullicién
mas bajo (mayor presioén de vapor) y se condensa por medio de un

refrigerante.

Déstiiacién fraccionada el proceso se realiza en multi-etapas por
medio de una columna de destilacién en la cual, se llevan a cabo
continuamente numerosas evaporaciones y condensaciones. Al ir
avanzando a lo iargo de la columna, la composicién del vapor es
mas concentrada en el componente mas volatil v la concentracién
del liquido que condensa es mas rica en el componente menos

volatil.

17
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Destilacion por Arrastre con Vapor se hace pasar una corriente de
vapor a través de la mezcla de reaccién 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.

Hidrodestilacién e material vegetal entero 0 molido se coloca
dentro de un alambique de destilacién, al cual se le adiciona agua
hasta que quede completamente inmerso. El agua se mantiene a la
temperatura de ebullicién, mientras que la mezcla de materia primay
agua se agita mecanicamente. La destilacion inicia cuando el vapor
de agua cargado de aceite pasa a un condensador y el aceite se

separa del condensado®.

Durante la hidrodestilacion el agua en ebullicion penetra en los tejidos de la planta
y disuelve primero los compuestos mas solubles, por ejemplo los oxigenados.
Esta solucién acuosa se difunde a través de las paredes celulares (hidrodifusion)
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 destilacién varian
ampliamente abarcando desde una hora para algunas plantas frescas hasta cien

horas 0 mas para materiales de madera dura como el sandalo®.
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En muchos casos al tratar de separar un componente de la mezcla por destilacion
en la fase gas se forma una especie de asociacién entre las moléculas llamada
azedtropo, la cual puede presentar un cambio en el punto de ebullicion al realizar la

destilacién®

Para determinar la humedad (% de agua) en residuos sélidos se puede hacer uso
de una destilacion del azedtropo agua-tolueno. Se agrega una cantidad de tolueno
al sélido 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) *2.

Los aceites esenciales se encuentran en un gran nimero de espermatofitas;
ademas los géneros capaces de elaborar estos principios volatiles se encuentran
en familias de las Angiospermas, pertenecientes a los 6rdenes de las
Magnoliales, Laurales, Rutales, Lamiales, Asterales. Se encuentra en todos los
6rganos vegetales aunque la composicion de éste puede variar segin su
localizacién. Son mezclas complejas y muy variables de constituyentes, que
pertenecen de forma casi exclusiva a dos series, caracterizadas por origenes
biosintéticos distintos: la serie diterpénica y la serie de los compuestos arénicos®.
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TAXONOMIA DE Rosmarinus officinalis L.3%.

DIVISION: ANGIOSPERMAS

CLASE: MAGNOLIATAE (Dicotyledones)
SUBCLASE: Asteridae
SUPER ORDEN: Lamiales
ORDEN: Lamijales

FAMILIA: Labiatae

GENERO: Rosmarinus
ESPECIE: officinalis

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

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

habitat se da en las regiones secas y calidas del sur de Europa sobre todo la zona

mediterranea®. En México se encuentra principalmente cultivado en Jalisco,

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

Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas™.

R. officinalis L. cultivado se caracteriza como un subarbusto lefioso, erguido o

Rosmarinus officinalis L. en el
Ejido Agricola Franco, La Barca,
Jalisco.

Fig. 1 Fotografia de cultivo de

ascendente de 50-80 cm de altura verde todo
el afio, perennes; de ramas pardas de la que
parten hojas lineales; pequefias, opuestas,
sésiles, lanceoladas, casi lineares, con los
bordes enteros y torcidos hacia abajo,
coridceas, estrechas, de 15-35 mm de
longitud, se parecen mucho a hojas de pino
curvada, verdeobscuras, lustrosas y brillantes
por el haz, blaﬁquecinas 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 (Ver Fig. 1).

Florece desde febrero hasta noviembre,
Sus inflorescencias bilabiadas, blancag
al principio de {a floracion y despuég
cambian a color azul o lila claro, s¢
agrupan en pequenos y cortos racimos
en las axjlas o en los extremos de lag
ramas, el céliz es lefioso con dientes

bordeados de blanco, la corola de 10 d [l

Fig. 2 Fotografia del Rosmarinus officinalis L.

12 mm de longitud (Ver Fig. 2). en floracién, Ejido Agricola Franco, La Barca,

Jalisco.

El fruto es un tetraquenio, en el interior de cada aquenio hay un embri6n

desprovisto de albumen, con 2 cotiledones convexos

55,56

Las plantas cultivadas ofrecen ventajas como®:

1.

2.

Produccién en forma localizada
Cosechas abundantes y de buena calidad
Plantas en un estadio de crecimiento similar

Aplicacién de técnicas de seleccion y mejora

. Disminuye la posibilidad de adulteraciones y falsificaciones

No atentan contra la poblacién natural de las plantas.
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La recoleccion de la planta se recomienda se efectué de los 12 a 18 meses de la
plantacién, posteriormente se realiza una corta anual a principios de primavera o
mediados de verano; si se requiere para destilacion debe preferirse en plena
floracion; es ideal para el uso de herbolaria o alimentacion durante el mes de
septiembre. El corte por la mafiana proporciona mas aceite esencial que el

recolectado al atardecer™*%%°,

Caracteristicas fisicoguimicas del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.*.

¢ Estado Liquido

o Color Amarillo tenue

¢ QOior reminiscencia de pino
¢ Densidad (20°C): 0.892-0.910 g/mi

+ indice de Refraccién (20°C): 1.464-1.472

¢ Rotacién éptica (20°C): 5a+8

[ ]

Solubilidad en etanol 90° (20°C) (VV)

Existen diferencias importantes entre la composicién quimica de las diferentes
partes de la planta, las mas utilizadas son las hojas y las flores*®, a continuacién
se describen:

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

¢ Esencia 1-2%. Esta formada principaimente por derivados de tipo terpénico:
hidrocarburos como el pineno, alcoholes como el borneol y sus ésteres, o
cetonas (15-25%).

¢ Acido rosmarinico: 3%. Es un derivado fendlico, éster del acido cafeico y el
alcohol 2-hidroxidihidrocafeico con propiedades antioxidantes. Estan en
todas las Labiadas.

¢ Flavonoides: Tanto libres como en forma de heterésidos. Destacan sobre
todo la apigenina y la luteolina.

¢ Picrosalvina o carnosol: Es una lactona diterpénica con caracter amargo.



23

» Derivados triterpénicos: Son cuantitativamente importantes y destaca el

acido ursélico (2-4%).

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

Principales compuestos | Flamini G2 | inouye S.5' | Ibafiez £ | Mangena T7 | Basile A
% % % % mg/ig

a-pineno 28.6 241 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 38 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

timotl 0.9

geraniol 1.37

acetato de bornil 4.7 2.5 3.17 0.004

a-cedreno 0.58

“Listado en orden de la elucién de una columna DB-5

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

tipo monoterpenos y sesquiterpenos. Los compuestos oxigenados derivados de

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

oxidos®.

En R. officinalis L. se han reportado diferencias en la cantidad y los componentes

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

recoleccion, secado, extraccién y separacion que pueden inducir eliminacién y/o

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

verbenone, bomeol y alcanfor®® (Ver Fig. 3).
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Diversos factores influyen en el tipo y concentracién de constituyentes de los

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

a-Pineno Borneol Alcanfor
Aceite esencial

recoleccion’.

Fig. 3 Kuklinski C. Farmacognosia. Barcelona, Espana: Ediciones Omega, S.A. 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

inmunolégica *'°%

Si el tratamiento para Candidiasis con fluconazol ha fallado*?, quiza 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 inmunolégica®*"

En particular, R. officinalis L. ha mostrado tener un efecto contra C. albicans’. En

este estudio se evalué la actividad microbicida de este aceite esencial, contra
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cepas de C. albicans resistente al fluconazol y su capacidad de estimular la

respuesta inmune inespecifica.
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HIPOTESIS

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. inhibe el crecimiento de C. albicans
resistente al fluconazol e incrementa la respuesta inmune inespecifica contra C.

albicans resistente al fluconazol.
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OBJETIVOS GENERALES

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

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

2. Cuantificar la respuesta inmune inespecifica de células fagociticas de
individuos sanos, expuestas a el aceite esencial de Rosmarinus officinalis

L. contra C. albicans resistente al fluconazol.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.1 Cuantificar la Concentracién Minima Inhibitoria de el aceite esencial de

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

2.1 Determinar el indice de ingestion, digestion y porcentaje de fagocitosis contra
C. albicans de tagocitos de sangre periférica de individuos sanos expuesto a el

aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
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METODOLOGIA

PLAN GENERAL (Ver Fig. 4):
Se divide en tres fases:

1. Se obtendra el aceite esencial de R. officinalis L. por hidrodestilacion.

Il. El aceite esencial R. officinalis L se probara su efecto antifingico contra
cepas de C. albicans sensibles y resistentes al fluconazol valorando la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Ill. El aceite esencial R. officinalis L. se diluira para preestimular a las células
fagociticas de sangre periférica de individuos sanos y valorar su efecto

fagocitico contra C. albicans.

< DISENO DEL ESTUDIO:
Experimental

Variable independiente:
>» Administracion del R. officinalis L.

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

> Respuesta Inmune Inespecifica (fagocitosis)
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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 afos.

o CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES
Criterios de Inclusion:
Individuos aparentemente sanos
Que no ingieran medicamento
Mujeres que no estén embarazadas o en periodo de lactancia.
Criterios de Exclusion:
Individuos con enfermedad asociada
Criterio de Eliminacion:
Se deseché aquellas muestras en las que el rendimiento de células fagociticas
fuera insuficiente.

» CRITERIOS DE SELECCION DE R. officinalis L.
Criterios de Inclusién:
El ejemplar se identifico por el Instituto de Botanica de la Universidad de
Guadalajara.
Se cultivé con fertilizantes organicos (Ver Fig. 1).
El corte se realiz por la manana.
Criterios de Exclusién:
Se eliminaron las flores.

+ RECURSOS MATERIALES
¢ Reactivos:

Tolueno, alcohol, metanol, xilol, dextran 6% (macrodex) PISA®, solucién salina
fisiolégica de NaCl al 0.9% (SSF), solucién salina de CINa al 0.2% y 1.6%,
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solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (PBS), azul tripano, colorante de
Wright, EDTA, suero autdlogo, metanol, alcohol acido, glicerol (densidad=1.257
g/ml), xilol, Saboraud, agar cerebro corazén (ACC), caldo cerebro corazén (CCC),
equipo par la identificacion de C. albicans (Vitek, Biomerux®).y para valorar la
resistencia contra el fluconazol (Sensititre®).

¢ Material:
Canasta de calentamiento con conexién, matraz bombilla, probeta graduada,
embudo de separacidn, equipo de extraccion, pinzas de 3 dedos con nuez,
soporte universal, bomba eléctrica, frascos ambar, tubos de vidrio, pipetas
pasteur, camara de Neubauer, sistema vacutainer, cubreobjetos, portaobjetos,
camara hiimeda, cajas de petri, pipetas graduadas, micropipetas.

o Equipos:

Molino eléctrico, destilador tipo Cievenger con trampa de acidez volatil V4065
Vicosa®, equipo para valoracién de humedad, bomba peristaltica multiperpex
2115 LKB Bromma, reostato, centrifuga refrigerada, Damon/IEC Division, 1IEC PR-
J, Centrifuga Damon7!EC Divisién, refrigerador, congeiador, Contador de colonias,
American Optical; Microscopio de luz American Optical, Spencer. Microscopio de
fluorescencia, marca Carl Zeiss, Espectrofotémetro Coleman Junior Il modelo 6,
Incubadora a 37°C sin marca.
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<+ FASE |: OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Rosmarinus officinalis L.

o Recoleccion y Pulverizacion de Rosmarinus officinalis L.

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

Agricola Franco, La Barca, Jalisco.

Después de la recoleccion, se identifico como Rosmarinus officinalis L. (Labiatae),
por el Ing. Raymundo Ramirez Delgadillo Curador del Herbario del Instituto de
Botanica de la Universidad de Guadalajara (IBUG) del Departamento de Botanica
y Zoologia del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la

Universidad de Guadalajara, con €l nimero de registro 156409 (Anexo 1).

Para la obtencién del aceite esencial por hidrodestilacién y la valoracion de la
humedad, se dej6 secar la planta a temperatura ambiente durante 10 dias y a
continuacién se deshojé y exclusivamente las hojas se molieron hasta

pulverizarlas.

« Método de extraccidn del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
Por hidrodestilacion.
Se colocé 150 g de R. officinalis L. pulverizado en 1350 ml de agua bidestilada

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

canasta térmica con reostato y por hidrodestilacién en un sistema refrigerante .

(Equipo Vicosa® 4065) se obtuvo el aceite esencial® (Ver Fig. 5).
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¢ Valoracién de la Humedad:
Los aceites volatiles tipicos se pierden durante la desecacion y estas pérdidas
son medidas como humedad. Por lo tanto, para la determinacién 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 calent6 hasta la ebullicién. La
humedad del R. officinalis L. se destilo con el tolueno y durante la condensacion
de los vapores el agua se separo del tolueno y se midid su volumen. Este nivel de
humedad es un control de las caracteristicas de molienda, almacenamiento y
obtencién del extracto® (Ver Fig. 6)
El estandar de humedad se tomo en 100 g de hoja seca de R. officinalis L. bajo la

siguiente formula

%Aceite esencial = vol. de aceite x 100 = % en base seca (bs).
vol de agua. ‘
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Fig. 5 Equipo de Hidrodestilacién (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 peristaltica

7. Llave de tres vias.



4— 2440
A 22-24 mm i.d.

30" from —4N]
Ventical \\

235-240mm | }

Capacidad 5 mt
Graduado en 0.1 m}
146-156 mm

P 45~65 MM

@unpanaunofimmjng

Fig. 6 Equipo para valoracion de la humedad
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< FASE Il: VALORACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DE
Rosmarinus officinalis L. CONTRA C. albicans SENSIBLE Y
RESISTENTE AL FLUCONAZOL.

« OBTENCION E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE Candida albicans.

La cepas de Candida albicans fueron aisladas de pacientes del Hospital Civil OPD
Juan |. Menchaca", Guadalajara, México con las siguientes caracteristicas:

Cepade Aislado de: Sexo del paciente  Edad del paciente
C. albicans
Sensible Aspirado Traqueal Femenino 65
R1109 Aspirado Traqueal Masculino 40
R1165 Liquido Peritoneal Masculino 53
R1120 Aspirado Traqueal Masculino 47
R22 Secrecion de Masculino 38
catéter

Se cultivaron en agar Saboraud por 48 h a 37°C y se almacenaron a 4°C hasta
su utilizacién, donde fue resembrada en CCC por 24h a 37°C¥ .

La identificacion de genero y especie de las C. albicans se realizé por el método
automatizado de Vitek (Biomeriux)®, con los protocolos y estdndares
establecidos® .

o [DENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS CEPAS RESISTENTES
AL FLUCONAZOL

Las cepas de C. albicans resistentes a fluconazol fueron valoradas por el método
de Sensititre®
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e VALORACION DE LA ACTIVIDAD MICROBICIDA: Determinacion de
la Concentracién Minima Inhibitoria por Unidades Formadoras de
Colonias:

El CMI cuantifica la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de A. officinalis
L. parainhibir la multiplicacién del microorganismo.

Se sembré la cepa de C. albicans en CCC y se incubo a 37°C por 24 horas; a
continuacién se lav6 3 veces con SSF y se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos;
la concentracion se ajustd con SSF en un espectrofotémetro a 0.02 absorbancia a
600 nm. Enseguida se depositaron 100 pi de esta levadura en un tubo de vidrio
con 5 pl 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 895l de PBS, con un volumen final de 1000
plftubo. Posteriormente se incubd por 24 hrs. a 37°C en agitacion constante. Se
obtuvo 500 pl de cada tubo para vaciado en placas de petri con ACC que se
incubarén por a 48 a 72 h a 37°C. Se registro ia dilucion del aceite esencial de A.
officinalis L. donde se inhibié en forma total las UFC y se determina como la
CMI®, Se realizé por duplicado en tres experimentos independientes.

-Grupo control:
Cultivos sin R. officinalis L. solo con PBS. En todos los casos se hizo la valoracion

por duplicado en tres experimentos independientes.

-Grupo con glicerol.
Cultivos sin R. officinalis L. solo con 100 pl glicerol y PBS . En todos los casos se
hizo la valoracion por duplicado en tres experimentos independientes para verificar

si la densidad pudiera afectar el crecimiento del R. officinalis L.
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% FASE Ill. VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNE
INESPECIFICA (FAGOCITOSIS) ESTIMULADA POR
Rosmarinus officinalis L. CONTRA C. albicans.

Preparacion del estimulo (Candida albicans)

Se resembré ia levadura Gandida albicans en CCC a 37°C por 24 h. Se lavé tres
veces con 5 mi de SSF y se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min y se eliminé el
sobrenadante.

Posteriormente las levaduras fueron cuantificadas en el espectrofotometro, y se
ajustaron a 0.02 absorbancia a 600 nm y se utilizé una dilucién 1:10 de levaduras.

Obtencidn de las muestras sanguineas:
Previa asepsia al antebrazo en el drea de flexion del codo, se procedio a extraer
por puncién venosa periférica 10 ml de sangre con un sistema vacutainer y
colocada 5 ml en un tubo con anticoagulante (heparina) para su separacion con
dextran y 5 ml para la obtencién de suero.

Separacion de células fagociticas con dextran

La sangre obtenida se colocd en tubos cdnicos con 5 ml de una solucion de
dextran de 70,000 daltons al 6%, se mezclé suavemente y se incubd durante 20
min. a temperatura ambiente.

Se obtuvo el sobrenadante rico en leucocitos neutrdfilos, el cual se lavé con PBS a
1500 rpm durante 5 min. a 4°C. En caso de observar presencia de glébulos rojos
se hizo lisis hipoténica con 20 mi de solucién salina al 0.2%, con agitacién suave
por 20 segundos, e inmediatamente después se agregé 20 ml de solucién salina
al 1.6 %, se mezclé y centrifugo a 1500 rpm durante 5 min. a 4° C y se lavaron con
PBS a 1500 pm..

La viabilidad celular fue probada por la tincion de exclusién con azu! tripano
aceptando una viabilidad minima del 95%.
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Fagocitosis:

- Adherencia celular.
Las células fagociticas previamente separadas con dextran, fueron ajustadas a un
volumen de 2x10° células/mi de PBS en camara de Neubauer.
Posteriormente se depositaron 300 il de las células sobre cubreobijetos cortados
en 4, desengrasados y colocados en tapones de hule. Se incubaron por 30
minutos a 37°C en camara humeda para que las células se adhirieran al vidrio y
se lavaron con PBS a 37°C.

-Preestimulacion con R. officinalis L.
A continuacién las células fagociticas fueron preestimuladas durante 30 minutos a
37°C en atmosfera himeda con la dilucién optima del aceite esencial de R.
officinalis L. para estimular la respuesta inmune, se probé de una dilucién 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y1:128.

-Se lavé con PBS a 37°C.

-Opsonizaci6n e ingestion:
Previo a la ingestién, se opsonizé Candida albicans con suero heterbiogo al 10%
yPBSa37°Cpori5a. -

Para la ingestion se expusieron las células adheridas y presensibilizadas con R.
officinalis L., a C. albicans opsonizada y se incubo durante 30 minutos a 37°C en
atmésfera humeda.

-Se lavé con PBS a 37°C

-Digestion. Se incubo con 300 pl de PBS por 30 minutos a 37°C en

cémara himeda.

-Se lavo con PBS a 37°C.

- Tincién de Wright™

, e seco la preparacion a temperatura ambiente, se
agregd colorante de Wright 300 pi por 10 minutos, luego se le agregé 50 ul de
agua destilada, se formé una capa metélica, se enjuago con agua destilada y se

dej6 secar. Se montd en portaobjetos con resina.
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-Observacién al microcopio de luz. La cuantificacién del proceso fagocitico
se realizd en un microscopio de luz, observando la ingestion y digestién de 200
células por preparacion. Se valoré el indice de ingestién y el indice de digestion.

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

En todos los casos se hizo la valoracién por duplicado.

o ANALISIS ESTADISTICO:

Se describieron los datos en cuadros y figuras utilizando media y desviacion
estandar debido a que son de escala de razén (UFC, indice de ingestion, indice
de digestion).

La estadistica inferencial se utilizé 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< 0.05 y
con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Se obtuvo 2.5 ml de aceite esencial de 150 g de las hojas pulverizadas de R.
officinalis L. con 1350 ml de agua bidestilada por hidrodestilacién a una
temperatura de ebullicién por 3 horas.

Para valorar la humedad del aceite esencial se obtuvé una replica de 0.9 mi de
aceite esencial utilizando 50 g de las hojas pulverizadas de R. officinalis L. con

500 ml de agua bidestilada a temperatura de ebullicién por 2 horas.

La humedad valorada de acuerdo a la norma American Spice Trade Association
(Asociacion Americana del Comercio de Especies = ASTA)"' fue de 7.5%,
utilizando 40 g de las hojas pulverizadas de R. officinalis L. con 200 ml de tolueno
durante 2 h calentado a una temperatura de ebullicién y se obtuvieron 3.0 mi de
agua valorada de la siguiente manera:

< HUMEDAD

Formula:
Aqua obtenida__x _100__. = % de humedad
Peso seco del polvo de la planta
Substituyendo:
3.0 mideagua X100 . =7.5%

40 g de las hojas pulverizadas R. officinalis L.

*+» FORMULA PARA LA MASA PARCIAL (HUMEDAD) DE LA BASE SECA:

Formula:
% DE HUMEDAD X PESO SECO TOTAL
100
Substituyendo:
75% X509=3.75¢
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 100 . = % 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¢

0.9 ml X100 = 1.8 % en base himeda (Replica)
50 g

Americana del Comercio de Especies = ASTA).

42

Ei indice de humedad aceptable se encuentra dentro del 10% para el Rosmarinus

officinalis L. de acuerdo a la norma American Spice Trade Association (Asociacién
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CONCENTRACION MiINIMA INHIBITORIA DE Rosmarinus officinalis L.

Las cepas de C. albicans sensible y resistentes al fluconazol (R1109, R1165,
R1120 y R22) fueron inhibidas por el R. officinalis L. a una dilucién 1:2 del

concentrado de 5 pi/ml que corresponde a la CMI de 2.5 pi/mi.

Previo a la valoracion de la CM! se probd un grupo control con glicerol (densidad
1.257 g/ml) en substitucién del aceite esencial de R. officinalis L. (densidad 0.892
N 0.910 g/ml) obteniéndose una concentracién de UFC similar a las del grupo

control con PBS (Ver Fig. 7).

Fig. 7 UFC de C. albicans



Fagocitosis:

Las células fagociticas fueron obtenidas de sangre periférica de 8 mujeres y 7
hombres voluntarios con un prorﬁedio de edad 24.7+ 6.2 ainos.

Para preestimular la respuesta inmune inespecifica en células fagociticas, se
preparé una solucién concentrada de 1 ul/ml 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
agregacion celular de las diluciones 1:2 hasta la 1:8 (Ver Fig. 8). De la dilucion
1:16 a 1:128, la dilucion 1:32 que corresponde a 0.032 pVml (Ver Fig. 9), mostré
un incremento mayor que el resto en el indice de ingestion de C. albicans.
Dilucién que se utilizé para valorar la respuesta inmune inespecifica en todos los

casos.

Figura 8. Células fagociticas expuestas a aceite esencial de R. officinalis L.
dilucién 1:2.




Indice de Ingestién

Fig. 9 iNDICE DE INGESTION DE C. albicans SENSIBLE
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Rosmarinus officinalis L.
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Dilucién en PBS de R. officinaiis L .
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indice de Ingestion:

El promedio del indice de Ingestién sin preestimulo con R. officinalis 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<0.001) 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 Unica cepa donde el indice
de Ingestion disminuyd fue la R1165 de 0.480+ 0.220 a 0.430+ 0.110 (-10.41%)

(Ver Fig. 10y Fig. 11).

Fig.10 Fagocito expuesto al aceite esencial de R. officinalis L (dilucion 1:32) con 2

levaduras de C. albicans ingeridas.
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FIG. 11 MEDIA DEL iNDICE DE INGESTION DE C. albicans SENSIBLE O RESISTENTE
(R) AL FLUCONAZOL POR NEUTROFILOS DE INDIVIDUOS SANOS PRE-
ESTIMULADOS CON UNA DILUCION 1:32 DEL ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus
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indice de Digestion:

El promedio del indice de Digestién en las cepas utilizadas sensibles a fluconazol
fue de 0.033% 0.023, en la R1109 de 0.030+ 0.010, en la R1165 de 0.070+ 0.030,
en la R1120 de 0.060x 0.020 y en la R22 de 0.040% 0.020. Estos valores se
incrementaron al preestimular con R. officinalis L. a: 0.105+ 0.062 (p<0.001),
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 (Ver Fig. 12 y Fig. 13).

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

levaduras de C. albicans digeridas.
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FIG. 13 MEDIA DEL INDICE DE DIGESTION DE C. albicans SENSIBLE O
RESISTENTE (R} AL FLUCONAZOL POR NEUTROFILOS DE INDIVIDUOS
SANOS PRE-ESTIMULADOS CON LA DILUCION 1:32 DEL ACEITE ESENCIAL DE

Rosmarinus officinalis L . (ROMERO)
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0,080
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0,060
0,040
0,020

0,000

SENSIBLE R1109 R1165 R1120 R22
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CONTROL VS ROMERO ¢ ps0.05 #ps B CONTROL ®ROMERO

Porcentaje de Fagocitosis:

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 R1109, 86.00+ 18.23 % en la
R1120y 62.87+ 10.16 % 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 (Ver Fig. 15).

La cepa R1165 no mostrd una diferencia estadisticamente significativa de 78.00+

32.57 % sin preestimulo a 68.80+ 13.97 % con el preestimulo de R. officinalis L.



RAG. 15 MEDIA DEL % DE FAGOCITOSIS DE C. albicans SENSIBLE O RESISTENTE AL
FLUCONAZOL POR NEUTRORLOS DE INDIVIDUOS SANOS PRE-ESTIMULADOS CON
LA DILUCION 1:32 DEL ACHITE ESENCIAL DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO)
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DISCUSION

Durante los Uitimos 20 arios, los aceites esenciales de plantas, se han destacado

entre ofras funciones como antimicrobianos®'.

En particular, se ha reportado que el aceite esencial de R. officinalis L. tiene efecto
microbicida contra C. albicans y otros hongos;” en este estudio se encontré este

efecto en cepas de C. albicans resistentes al fluconazol.

La mayoria de los aceites esenciales tienen actividad microbicida, cuya eficiencia
depende de la concentracién y origen del aceite, asi como del tipo de

microorganismo y de la cepa’.

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 abundantes™.

Cabe destacar que los principales compuestos de los aceites esenciales también
presentes en los aceites de R. officinalis L. como el alcanfor y el 1,8-cineol han
mostrado no tener efectos mutagénicos por la prueba de Ames™, abriendo una

pauta en las alternativas ecologicas de tratamientos microbicidas eficientes.

Los resultados de diferentes articulos cientificos coinciden en que los principales

componentes quimicos del aceite esencial de la hojas de R. officinalis L. obtenidos
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por hidrodestilacion son los grupo de monoterpenos y sesquiterpenos, donde se
destacan «-pineno (30.3%, ), camfeno (9.26%), 1,8-cineol (8.5%), bomeol

(5.97%), B-pineno (1.37%)"6,5%,™ y en algunos casos limoneno y alcanfor®,

Los aceites esenciales abundantes en 1,8-cineol, borneol y alcanfor entre otros,
se han asociado con un efecto microbicida’, en particular en la inhibicién de

Candida albicans™""""®,

Especificamente el 1,8-cineol tiene una elevada actividad bactericida™ y
antimicética, se ha reportado que de 12 hongos, siete mostraron inhibicién

incluyendo C. albicans®®

Uno de los componentes de los aceites esenciales, el monoterpeno a-pineno ha
mostrado a través de microscopia electronica, que en el proceso de lisis celular de
C. albicans se dana la pared celular, existe ruptura de la membrana citoplsmica y
la liberacién de sus componentes intracelulares®', apoyando esto el posible efecto

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

La actividad antifingica del aceite esencial de R. officinalis L. fue altamente
eficiente al mostrar una CMI 2.5 pi/ml, aunque sus mecanismos antifiingicos se

desconocen.
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De acuerdo a lo reportado en la literatura cientifica para otros aceites esenciales,
es posible que sus principales efectos antimicoticos sean a través del conjunto de
los compuestos 1,8-cineol, borneal, alcanfor y a-pineno, aunque es posible que
cualquiera de los monoterpenos y sesquiterpenos constituyentes del aceite tengan

efecto microbicida.

Por otro fado, en este estudio se observé la estimulacién del aceite esencial de R.
oﬁcinalis L. sobre la respuesta inmune inespecifica de neutréfilos 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

inespecifica.

En particular, Melaleuca alternifolia contine el terpeno 1,8-cineol, similar al de R.
officinalis L. el cual se ha observado que suprime la produccién del radical libre
superéxido en monocitos pero no en neutréfilos®, lo cual da una luz en la
posibilidad de la regulacién selectiva de estos aceites en la respuesta inmune

inespecifica.

Asi mismo, este mismo terpeno 1,8-cineol, inhibe sobre monocitos estimulados
por LPS in vitro, la formacién de prostaglandinas y citoquinas®, en particular el
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), la Interleucina 18 (IL-18), el leucotreno

B4 y los tromboxanos®®,
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Independientemente de esta inhibicién, Cassella JP y cols., sugieren que los
aceites esenciales tienen un efecto inmunoestimulante porque rechazan o
detienen las infecciones®. Son necesarios estudios sobre los mecanismos

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

La determinacién de la viabilidad celular expuesta a diferentes concentraciones del
aceite esencial de R. officinalis L. mostr6 que una dilucion menor a 1:8 dana la
célula, posiblemente por la presion osmética del R. officinalis L. a esas
concentraciones. La curva del indice de ingestion (Ver Figs. 9 y 10) de las
diluciones de 1:16 hasta 1:128 muestran que son capaces de fagocitar y estimular
la respuesta inmune y que los factores fisico-quimicos del aceite no afectan su

respuesta inmune inespecifica.

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

L. en neutréfilos 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 mas eficiente porque estimula la
respuesta inmune inespecifica contra este hongo a una concentracién de 0.032
pl/ml, considerablemente méas baja que la concentracion de 2.5 pl/ml que se
requiere para un efecto microbicida directo contra este hongo.

La cepa R1165 resistente al fluconazol no incremento la respuesta inmune
inespecifica como en el resto, al ser preestimulada con aceite esencial de R.
officinalis L, posiblemente el mecanismo de resistencia al fluconazol como son las
alteracién de la permeabilidad de la membrana, la sobreproduccién o modificacién
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del enzima lanostero!l 14-a-dimetilasa, la expresién de proteinas transportadoras
para antimicéticos que actian como bombas de fiujo® o por un cambio en la
composicion lipidica de fa membrana del hongo“, pudieran influir en la posible
estimulacién 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 bioldgico potencial para las
nuevas estrategias terapéuticas contra los microorganismos de dificil control en la
actualidad®°,
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CONCLUSIONES

1. En este estudio el aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis L.
tiene actividad microbicida in vitro contra C. albicans resistente al
fluconazol.

2. El aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis L. incrementa
significativamente el indice de ingestion y digestion y el porciento de

fagocitosis de neutrdfilos contra C. albicans resistente al fluconazol.



GLOSARIO

ACC: Agar Cerebro Corazon.

CCC: Caldo Cerebro Corazén.

CMI: Concentracion Minima inhibitoria.

1gG: Inmunoglobulina

pl: Microlitro

nm: Nanémetro

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4
PMN: Células polimorfonucleares o granulocitos.
SSF: Solucion Salina Fisiologica.

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

UFC: Unidades formadoras de colonias.
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ANEXO



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA Y ZOOLOGIA

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto hago de su conocimiento que la Alumna: GLORIA
NAZDIRA ABURTO CANSINO, Codigo 090271725 entrego para su
determinacion un ejemplar de herbario el cual fue identificado como
Rosmarinus officinalis 1.. (Labiatae)

Dicho ejemplar se encuentra depositado en la coleccion del Herbario
IBUG, de la Universidad de Guadalajara con €l nimero de registro 156409,

Se extiende la presente a peticién 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 2003; - -

Ing. Raymusto Raniirez Delgadillo
Curador del Herbario IBUG

Km 15,5 carretera Guadalajara-Nogales, Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jalisco, México
) Teléfono y Fax (91-3) 6820003
Apartado Postal 139, Zapopan, C.P. 45110, Jalisco, México



