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Articulo de tesis
Aceites esenciales de eucalipto, hierba luisa, lavanda y clavo de olor como potenciales

antifungicos frente a Candida albicans y Candida parapsilopsis. Un estudio in vitro.
Juan Vasquez?, PhD. Lino Arisqueta®*

1 Maestria en Biomedicina, Fac Cs Salud, UISEK; juan.vasquez@uisek.edu.ec

Resumen: Las infecciones nosocomiales causadas por especies de Candida son un problema de salud publica global. Candida albi-
cans es el principal agente causal, pero Candida parapsilosis ha cobrado relevancia al superar a C. albicans en muchos hospitales.
El uso indiscriminado de antifingicos ha propiciado la resistencia de estos patogenos, por lo que se investigan alternativas terapéu-
ticas como los aceites esenciales de plantas medicinales. Se extrajeron los aceites esenciales Eucalyptus globulus, Cymbopogon
citratus, Lavandula angustifolia y Syzygium aromaticum por arrastre con vapor. Se evalu6 su actividad antimicética frente a C.
albicans y C. parapsilosis ATCC 22019 (resistente a azoles) mediante microdilucion en caldo, empleando concentraciones de 0,5 a
0,0625 mg/ml. Se midié6 la densidad 6ptica cada 12 horas durante 36 horas para determinar el crecimiento fungico. El aceite de clavo
de olor inhibié significativamente el crecimiento de C. albicans a 0,5 mg/ml, pero no tuvo efecto sobre C. parapsilosis. La lavanda
presentd mayor inhibicion a bajas concentraciones (0,0625 mg/ml) en C. albicans. La hierba luisa inhibi6 similarmente C. albicans
en todas las concentraciones y tuvo un efecto transitorio sobre C. parapsilosis. El eucalipto sélo tuvo un efecto inhibitorio conside-
rable sobre C. albicans a altas concentraciones. Los aceites esenciales mostraron actividad antiflngica variable, siendo promisorios
contra C. albicans pero menos efectivos contra la cepa resistente de C. parapsilosis. El clavo de olor y la hierba luisa emergen como
candidatos potenciales, pero se requiere investigar mas la susceptibilidad de distintas especies de Candida y desarrollar estrategias
para contrarrestar la resistencia fungica.

Palabras clave: Aceites esenciales, Candida albicans, Candida parapsilopsis, resistencia, Eucalipto, Lavanda, Clavo de olor, Hierba
luisa, biofilm, actividad antifingica

Abstract: Nosocomial infections caused by Candida species represent a global public health issue. Candida albicans is the primary
causative agent, yet Candida parapsilosis has gained prominence by surpassing C. albicans in many hospitals. The indiscriminate
use of antifungals has fostered resistance in these pathogens, prompting the investigation of therapeutic alternatives such as essential
oils from medicinal plants. Essential oils from Eucalyptus globulus, Cymbopogon citratus, Lavandula angustifolia, and Syzygium
aromaticum were extracted via steam distillation. Their antifungal activity against C. albicans and azole-resistant C. parapsilosis
ATCC 22019 was assessed through broth microdilution, using concentrations ranging from 0.5 to 0.0625 mg/ml. Optical density was
measured every 12 hours over a 36-hour period to determine fungal growth. Clove oil significantly inhibited the growth of C. albicans
at 0.5 mg/ml, but had no effect on C. parapsilosis. Lavender exhibited greater inhibition at lower concentrations (0.0625 mg/ml) in
C. albicans. Lemongrass similarly inhibited C. albicans across all concentrations and had a transient effect on C. parapsilosis. Eu-
calyptus only showed considerable inhibitory effect on C. albicans at high concentrations. The essential oils demonstrated variable
antifungal activity, showing promise against C. albicans but less effectiveness against the resistant strain of C. parapsilosis. Clove
and lemongrass emerge as potential candidates, but further research is required to investigate the susceptibility of different Candida
species and develop strategies to counteract fungal resistance.

Keywords: Essential oils, Candida albicans, Candida parapsilopsis, resistance, Eucalyptus, Lavender, Clove, Lemongrass, biofilm,
antifungal activity
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1. Introduccién

Las enfermedades nosocomiales, también conocidas como infecciones asociadas a la atencién médica (HAI por
sus siglas en inglés), son infecciones que se adquieren en entornos de atencion médica, como hospitales, centros
de atencién a largo y corto plazo, laboratorios y entornos ambulatorios. Estas infecciones pueden ocurrir mientras
el paciente esté recibiendo atencion médica o incluso después de haber sido dado de alta (Sikora & Zahra, 2023).
Son causadas por una variedad de microorganismos, incluyendo hongos, bacterias, virus y parasitos. La transmi-
sion puede ocurrir a través del contacto directo e indirecto entre pacientes, trabajadores de la salud, visitantes y
objetos contaminados, asi como mediante el uso de dispositivos médicos y fuentes ambientales. Es crucial tomar
medidas preventivas para reducir la incidencia de estas infecciones y garantizar la seguridad de los pacientes
(Santajit & Indrawattana, 2016).

El 80% de las infecciones nosocomiales se concentran en cuatro tipos principales: infecciones del tracto urinario,
gue se asocian principalmente al uso de catéteres; neumonia, que esta asociada al uso de ventiladores mecéanicos;
infecciones quirlrgicas, que estan asociadas al lugar donde se realizan cirugias; y sepsis, que se relaciona con
infecciones del torrente sanguineo. Es importante que los profesionales de la salud y los pacientes tomen medidas
preventivas para reducir el riesgo de estas infecciones y garantizar la seguridad en los entornos de atencion médica
(Monegro et al., 2023).

Ademés de las infecciones nosocomiales comunes, como las asociadas a dispositivos médicos como catéteres o
ventiladores mecanicos, existen otros tipos de infecciones asociadas a la atencion médica (HAI) que pueden afec-
tar diferentes partes del cuerpo. Estas incluyen infecciones gastrointestinales, neumonia no relacionada con el uso
de ventiladores mecanicos y afectaciones en drganos como el sistema respiratorio, los ojos, la nariz, la boca, los
oidos, la piel, los tejidos blandos, el sistema cardiovascular, el sistema nervioso, los huesos y articulaciones, asi
como los 6rganos reproductores (Sikora & Zahra, 2023).

A nivel mundial, el nmero real de personas afectadas por las infecciones asociadas a la atencién médica (HAISs)
aun no se conoce completamente. Sin embargo, se han llevado a cabo estudios epidemiol6gicos en Europa y
Estados Unidos. En Estados Unidos, se ha observado una prevalencia del 3.2% de HAIs, lo que afecta aproxima-
damente a 687,200 personas segun un estudio realizado en 2015 (Magill et al., 2018). En Ecuador, se ha imple-
mentado un subsistema de vigilancia epidemioldgica que recopila datos a nivel nacional de varios hospitales en
diferentes provincias. Los datos recopilados entre 2017 y 2018 muestran que en el campo de la obstetricia la
incidencia asociada a HAIs fue baja, aproximadamente un 0.30. En cuanto a los cuidados intensivos y cuidados
intermedios neonatales, las infecciones asociadas al torrente sanguineo tuvieron una mayor densidad de incidencia
con un valor de 5.73, seguidas por la neumonia asociada a ventiladores mecanicos con un valor de 4.00. Final-
mente, en el grupo de cuidados intensivos de adultos y pediatricos, la neumonia asociada a ventiladores mecénicos
presentd la mayor incidencia con un valor de 8.50 (Subsistema de Vigilancia Epidemioldgica Para las Infecciones
Asociadas a la Atencién en Salud, s.f.).

Candida es una levadura unicelular que normalmente habita la mucosa oral, digestiva y urogenital, pero se con-
vierte en un patdgeno oportunista en personas inmunodeficientes o con alteraciones en su microflora debido a
factores externos como el uso de antibioticos (Spampinato & Leonardi, 2013). En entornos hospitalarios, Candida
puede causar infecciones por sobrecrecimiento, conocidas como candidiasis, principalmente por Candida albi-
cans (Schuster & Fisher, 2023). Estas infecciones pueden afectar la boca (aftas), la vagina, la piel, las ufias (oni-
comicosis) y el torrente sanguineo en casos mas graves (Czechowicz et al., 2022). Candida tiene la capacidad de
adherirse a células superficiales y penetrar los tejidos, asi como de producir enzimas que degradan las proteinas,
los lipidos, los carbohidratos y las células del huésped; ademés, genera toxinas que pueden provocar inflamacion
cronica y forma biopeliculas (Talapko et al., 2021). Este hongo es el principal causante de infecciones nosoco-
miales fingicas y su estudio es crucial para reducir su prevalencia.

Las infecciones invasivas por Candida (ICI) son un problema de salud publica a nivel mundial, con una incidencia
de 3,22 por cada 100,000 habitantes en la Gltima década (Oliva et al., 2023). En los ambientes hospitalarios,
Candida es responsable del 80% de las infecciones fungicas en pacientes inmunocomprometidos. La incidencia
de ICI en las unidades de cuidados intensivos (UCI) es de 10 por cada 100,000 habitantes, con una mortalidad
del 49% que se incrementa al 98% en casos de shock séptico (Thomas-Riiddel et al., 2022). En Ecuador, el sistema
sanitario carece de registros completos de vigilancia para Candida. Sin embargo, un estudio realizado en el Hos-
pital Gineco Obstétrico Isidro Ayora en Quito reveld que, de 201 mujeres embarazadas con una edad promedio
de 26 afios, el 23.9% presentaba candidiasis vaginal. De estos casos, la especie C. albicans fue la mas prevalente
(Betancourt & Carrera, 2012).

Los antifdngicos son la principal herramienta para tratar la candidiasis. Los medicamentos mas comunes son los
azoles, equinocandinas, polienos y analogos de nucledsidos (Spampinato & Leonardi, 2013). Sin embargo, el uso
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excesivo de estos medicamentos ha llevado a que la Candida desarrolle resistencia a ellos, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos (Shivaswamy & Sumana, 2020). La resistencia surge por mecanismos como la
alteracion de la diana del farmaco, debida a cambios en la estructura de 14a-desmetilasa, encargada de la sintesis
del ergosterol; modificacion del farmaco, que es degradado por enzimas producidas por el hongo; eflujo del far-
maco, mediante el cual el antifingico es expelido por bombas de transporte que disminuyen su concentracion
intracelular; y la adaptacién al estrés, por la cual se activan vias de sefializacién, como la via HOG (High osmo-
larity glycerol), que regulan la respuesta a estrés osmotico (Kanafani & Perfect, 2008). Por esta razon, se inves-
tigan otras opciones terapéuticas, como el empleo de plantas medicinales y sus compuestos bioactivos, para dis-
minuir la dependencia de los antiflngicos en el manejo de las infecciones.

La Organizacién mundial de la salud define como medicina tradicional y natural al uso de plantas medicinales
como tratamiento alternativo para diversas enfermedades (Francisco et al., 2013). A lo largo de la historia, las
civilizaciones antiguas han utilizado partes esenciales de ciertas plantas para tratar enfermedades y mejorar la
salud. Estas plantas no solo se utilizan como tratamiento, sino también como medida preventiva (Yuan et al.,
2016). Para ser considerada medicinal, una planta debe contener principios activos con propiedades farmacologi-
cas comprobadas. Los extractos de plantas medicinales, especialmente los aceites esenciales, pueden tener efectos
bacteriostaticos o bactericidas sobre diferentes microorganismos (Schmeda-Hirschmann & Yesilada, 2005).

Los aceites esenciales (AE), también conocidos como aceites volatiles, son sustancias extraidas de plantas aro-
maticas que poseen propiedades volatiles. Estas sustancias son responsables de brindar el aroma caracteristico a
las flores, atrayendo asi a los polinizadores (Lépez Luegon, 2004). Actualmente, el término "aceites esenciales"
se utiliza para referirse a sustancias obtenidas mediante presion del pericarpio o arrastre con vapor. Por lo general,
se encuentran en la superficie de la planta y pueden estar asociados con otras sustancias como resinas 0 gomas.
Ademas de su funcién en la atraccion de polinizadores, los aceites esenciales también desempefian un papel im-
portante en la proteccion contra insectos y herbivoros, asi como en la proteccion contra el estrés hidrico (M.
Sharmaetal., 2022). Presentan caracteristicas como ser insolubles en agua, pero solubles en disolventes organicos
y alcoholes. A temperatura ambiente, son incoloros, aunque con el tiempo pueden adquirir un tono amarillento
debido a la oxidacién. La mayoria de los aceites esenciales son menos densos que el agua y tienen un alto indice
de refraccion (Dhifi et al., 2016). Su composicion quimica incluye una mezcla variable de terpenos en la mayoria
de los casos. EI método mas comun para extraerlos es el arrastre por vapor, aunque también se pueden obtener
mediante presion en frio o utilizando disolventes organicos. Después de la destilacion, se obtiene un subproducto
Ilamado hidrolato (Lépez Luegon, 2004).

Los AE tienen propiedades terapéuticas debido a sus componentes, incluyendo caracteristicas antimicrobianas
que los hacen tiles como sustitutos o potenciadores de ciertos antibidticos (Kalemba & Kunicka, 2005). Sin
embargo, el aumento en la demanda, y la creencia de que todo lo natural es inofensivo, ha llevado a un consumo
indiscriminado de estas sustancias. Se recomienda aplicar una concentracion maxima de un AE puro de 1% a 2%
como tratamiento en salud (Tisserand & Young, 2013). Es importante tener en cuenta que pueden inducir efectos
secundarios, como reacciones alérgicas, y ser venenosos si se absorben a través de la piel, se ingieren o se inhalan
en dosis inadecuadas (Das et al., 2019). Ademas, algunos pueden interactuar con ciertas drogas y causar efectos
adversos (Pfaller et al., 2004). Por lo tanto, es vital determinar los componentes de estos aceites, evaluar su efec-
tividad y utilizarlos adecuadamente.

Las hojas de eucalipto (Eucaliptus globulus) han demostrado tener un efecto microbicida significativo contra
ciertos microorganismos responsables de infecciones nosocomiales. Un estudio realizado por Bokaeian, et al.,
reveld que los AE de eucalipto tienen propiedades fungicidas, disminuyendo significativamente la concentracion
de C. albicans en homogenizados de higado y rifion (Bokaeian et al., 2010). Por otro lado, el AE de la hierba luisa
(Cymbopogon citratus) también conocida como hierba de limén, ha mostrado actividad antimicrobiana frente a
C. albicans, por sus componentes como el citral o geraniol, que tienen la capacidad de dafiar la membrana de las
levaduras (Gao et al., 2020). Otros AE con actividad antiflngica son los de lavanda (Lavandula angustifolia) y
clavo de olor (Syzygium aromaticum), relacionados con sus bioactivos como el linalol y eugenol, respectivamente
(Kalemba & Kunicka, 2005). Si bien se han realizado varias investigaciones con los AE descritos en Candida
albicans, son pocos los trabajos que se han llevado a cabo para otras especies de Candida que son también de la
precaucion hospitalaria.

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto antiflngico de los aceites esenciales de eucalipto,
hierba luisa, lavanda y clavo de olor, como alternativa antifingica natural, sobre Candida albicans y Candida
parapsilosis, dos especies de Candida frecuentes en entornos hospitalarios. Se determind su capacidad de inhibir
el crecimiento de los hongos mediante ensayos de microdilucién. De esta forma, se buscé comprender las propie-
dades microbicidas de estos AE, identificar las especies de Candida susceptibles a su accién y explorar su poten-
cial aplicacion contra otros patégenos.
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2. Materiales and Métodos
2.1. Materiales

En la tabla 1 y 2 se muestran los diferentes reactivos y equipos utilizados en el experimento.

Tabla 1 Reactivos utilizados para el experimento

Lector ELISA
Balanza analitica

Refrigeradora

Mulatizan Sky

BAS31PLUS

2015KLXB

Reactivo Formula Marca
DMSO C2Hs0S Millipore Sigma
Agua destilada H.0
Fluconazol Ci3H12NeF20 Medigener
Solucidn salina
Tabla 2 Equipos utilizados para el experimento
Equipo Modelo Marca
Manta calefactora 98-1B-250 Faithfull
Incubadora PCD-C6(5)000 Peaks
Camara de flujo
laminar RCH-1200 REBELK
Agitador MSH420 BOECO
Autoclave 25X-1 All american
Microscopio B-383 PLI Optika

ThermoScientific

BOECO

Durex

2.1.1. Material vegetal

Para la obtencion del material vegetal, se adquirio hierba luisa (Cymbopogon citratus), eucalipto (Eucalyptus
globulus), lavanda (Lavandula angustifolia) y clavo de olor (Syzygium aromaticum) en el mercado del sector
Andalucia, ubicado al norte de Quito. Posteriormente, las hojas de hierba luisa y eucalipto fueron lavadas con
agua destilada, mientras que se separaron las hojas y flores de lavanda y clavo de olor. EI material vegetal fue
secado a temperatura ambiente (25°C) durante 96 horas y luego triturado con un molino eléctrico. Finalmente, se
almacend en frascos de vidrio herméticos, los cuales fueron refrigerados a 4°C hasta su uso en los analisis.
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2.1.2. Microorganismos

Los microrganismos se obtuvieron de dos fuentes distintas: Candida albicans de la mucosa vaginal de una pa-
ciente del hospital General Vicente de Calderon en Quito, identificada por microscopia con el método de tubo
germinal, y Candida parapsilosis ATCC 22019, una cepa comercial aislada de la mucosa humana. Se determiné
la susceptibilidad de ambas especies al fluconazol mediante difusion por disco, C, parapsilopsis ATCC 22019
fue la Unica especie resistente al antifingico. Las cepas se conservaban congeladas a -20 °C, en crioviales, en el
cepario del hospital.

2.2. Metodologia

2.2.1 Obtencidn de aceites esenciales

El método de extraccidn de los AE de las plantas se basé en el principio de la destilacion por arrastre de vapor,
gue consiste en hacer pasar vapor de agua a través del material vegetal para arrastrar consigo las moléculas vola-
tiles de los aceites (Zaouali et al., 2010). El esquema del montaje experimental se muestra en la figura 1. Para
cada destilacién, se pes6 una muestra de 200 g de material vegetal previamente triturado, que se coloco en una
media de nailon para evitar que se dispersara en el agua. Se llené un matraz de destilacién de 1000 mL con 750
mL de agua destilada y se acopl6 al destilador. Se regul6 la temperatura del matraz a 200 °C y se mantuvo
constante durante 2 h 'y 30 min, de acuerdo con estudios previos de Rivas et al. (AC et al., 2012). Durante este
tiempo, el vapor de agua y los aceites se condensaron en el refrigerante y se recogieron en un matraz colector. Al
finalizar la destilacion, se separ6 la fase acuosa de la fase oleosa y se midi6 el volumen de aceite obtenido. ElI AE
se guardé en un frasco de vidrio oscuro y se conservo en un congelador hasta su posterior analisis (Da Porto et
al., 2009).

Figura 1 se ilustra el montaje del equipo de destilacién por arrastre con vapor empleado para la extraccion de
aceites esenciales. La totalidad de la instrumentacion y materiales de laboratorio necesarios fueron suministrados
gentilmente por la Universidad Internacional SEK de Ecuador.

2.2.2 Obtencion de aceites esenciales

Tras la destilacidn, se dejo separar el destilado en sus fases acuosa y oleosa. La fase oleosa (aceite esencial) se
aislé con un embudo de separacién, se recolectd en un matraz previamente tarado y se sec6 para determinar su
masa exacta. Con el dato de masa de aceite obtenido y la masa inicial de materia prima vegetal, se calcul6 el
porcentaje de rendimiento de extraccion segin la Ecuacion 1:

_v(mD)
7 R

Ecuacion 1 férmula de rendimiento, donde V es el volumen expresado en mililitros y P es el peso en gramos
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2.2.3 Densidad relativa

La densidad del AE obtenido se determind empleando un picndmetro de volumen conocido (25 + 0.05 mL),
previamente secado y pesado en una balanza analitica. EI picnémetro se llend con una alicuota de AE y se volvi6
a pesar para determinar la masa de la muestra. Conocidos el volumen y la masa de aceite, se calculé la densidad
utilizando la ecuacion 2. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
valor promedio * desviacion estandar. La densidad relativa se calcul6 utilizando la formula:

__ psustancia
P = " ,H20

Ecuacion 2 férmula de densidad relativa, siendo p sustancia la densidad del aceite esencial y p la densidad del
agua

2.2.4 Cultivo microbiolégico

El aislamiento y cultivo de Candida albicas y Candida parapsilopsis se realizé siguiendo la metodologia descrita
por Dias-Souza et al. (2017) con algunas modificaciones. Brevemente, para mantener la viabilidad de las cepas,
se efectuaron resiembras semanales en placas con agar Sabouraud incubadas a 37°C durante 24-36 h. Las colonias
desarrolladas presentaron las caracteristicas macroscdpicas distintivas del género Candida, incluyendo coloracién
blanca-cremosa, textura cremosa, elevacién convexa y bordes enteros (Neppelenbroek et al., 2014). El analisis
microscopico en 40X evidencid la presencia de blastoconidias de morfologia ovalada. Previamente a la determi-
nacion de actividad antimicoética, los cultivos de levaduras se re-inocularon en caldo Mueller Hinton, ajustando
la turbidez de la suspensién de acuerdo a la escala 0.5 de McFarland e incubando a 37°C con agitacion constante
18-24 h para alcanzar la fase exponencial de crecimiento.

Tabla 3 medios de cultivo utilizados

Medio de cultivo Composicidn Microorganismo
Saboroud 1% de peptona, 4% de glucosa Candida albicans

y 1,5% de agar Candida parapsilosis
Muller Hilton 2.0 g de extracto de carne. 17.5

g de hidrolizado de caseina.
1.5 g de almidén, 4% de glu-

cosa

En la Tabla 3 se detallan las formulaciones de los diferentes medios de cultivo utilizados en este estudio para el
aislamiento, mantenimiento y ensayos con Candida. El medio liquido empleado para los ensayos de actividad
antimictica consistio en caldo Sabouraud suplementado con 4% de glucosa (p/v), con el objetivo de proveer una
fuente adicional de carbono y energia que promoviera el crecimiento dptimo de las levaduras durante los
experimentos de exposicion a los agentes antimicoticos.

2.2.5 Ensayo antimicrobiano de los aceites esenciales por micro dilucién en caldo

Las levaduras se cultivaron en caldo Mueller Hinton a 37°C durante 18-24 horas, hasta obtener una concentracion
de aproximadamente 2x10° blastoconidias/ml, que se determind por recuento directo en camara de Neubauer.
Esta concentracion es la recomendada por EUCAST para ensayos antifingicos por microdiluciones (Arendrup et
al., 2012). Se prepararon soluciones de los AE a 100 mg/ml, usando la densidad relativa de cada aceite (v/v), v,
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posterior, se ajust6 el volumen a 1 ml con DMSO al 3% en agua destilada (p/v). A partir de estas soluciones, se
hicieron diluciones seriadas 1:1 (p/v) en DMSO al 3% en agua destilada (D1 a D4), obteniendo concentraciones
de 0,5 mg/ml o 0,05% (D1), 0,25 mg/ml o 0,025% (D2), 0,125 mg/ml o 0,0125% (D3) y 0,0625 mg/ml o
0,00625% (D4) de AE. Se usaron fluconazol al 4% en agua destilada y DMSO al 3% en agua destilada como
controles positivo y negativo, respectivamente.

Se evalué el efecto antimicrobiano de los AE mediante ensayos en placas de 96 pocillos, realizados por triplicado.
Se usaron un control positivo y un control negativo, segun se indica en la Figura 2. Se prepararon las siguientes
soluciones stock: 792 pL de caldo Mieller Hinton + blastoconidias (==2x10° blastoconidias/ml) y 8 pL de AE
con su dilucion correspondiente, 792 L de caldo Mueller Hinton + blastoconidias (==2x10° blastoconidias/ml)
y 8 uL de fluconazol al 4% en agua destilada (control positivo), y 792 uL de caldo Mdueller Hinton +
blastoconidias (=2x10° blastoconidias/ml) y 8 uL. de DMSO al 3% en agua destilada (control negativo). Luego,
se afiadieron 190 pL de cada solucién stock a cada pocillo.
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Figura 2 muestra la distribucion de los diferentes aceites esenciales y controles en la placa de 96 pocillos, de acuerdo al siguiente cédigo de
colores: naranja para el aceite de hierba luisa (Cymbopogon citratus); verde para el aceite de eucalipto (Eucalyptus globulus); amarillo para
el aceite de lavanda (Lavandula angustifolia); y celeste para el aceite de clavo de olor (Syzygium aromaticum). El control negativo se identifico
con el color rojo y el control positivo con el color morado. Los valores se encuentran en las unidades de mg/ml.

2.2.6 Lecturas en espectrofotémetro

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento celular, se determin6 la densidad Optica
(DO600nm) de cada pocillo mediante espectrofotometria a 600 nm. Se realiz6 una lectura inicial (tiempo 0 h)
previo a incubar la placa a 35 °C con agitacién constante. Posteriormente, se efectuaron lecturas cada 12 h durante
36 h de incubacidn.

2.2.6 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron calculando la media y la desviacion estandar para cada tratamiento. Se realiz6 un anélisis
de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas entre los distintos AE con respecto a
cada especie de Candida. Posteriormente, se llevo a cabo una prueba de comparaciones multiples de Dunnett para
comparar la eficacia de los diferentes aceites contra el control. Se consider6 estadisticamente significativo un
valor p<0.05.
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3. Resultados
3.1 Porcentaje de rendimiento

El gréfico 1 muestra el porcentaje de rendimiento de AE obtenido a partir de 200 gramos de biomasa de las cuatro
plantas estudiadas. El clavo de olor (Syzygium aromaticum) presenté el mayor rendimiento con un 5,75%, seguido
por el eucalipto (Eucalyptus globulus) con un 2,5%. Por otro lado, la hierba luisa (Cymbopogon citratus) y la
lavanda (Lavandula angustifolia) obtuvieron rendimientos mas bajos de 1,15% y 1% respectivamente. Estos re-
sultados muestran una amplia variabilidad en la capacidad de produccion de AE entre las especies estudiadas,
siendo S. aromaticum la mas eficiente con casi 6 veces mas rendimiento que L. angustifolia.

a)

% Rendimiento

Figura 2 Se presenta un grdfico de barras comparando el porcentaje de rendimiento de aceite esencial de cuatro
especies vegetales a partir de 200g de biomasa.

3.2 Densidad relativa
En la tabla 4 se muestra que el aceite con la mayor densidad relativa fue el de clavo de olor, con 1,025 g/ml. Le

siguié el aceite de citronela con 0,985 g/ml. Los aceites de eucalipto y lavanda presentaron densidades mas bajas
de 0,897 g/ml y 0,857 g/ml, respectivamente.

Tabla 4 Densidad relativa de cada especie vegetal

Aceite esencial Densidad (g/ml)
Syzygium aromaticum 1,03+£0,03
Eucalyptus globulus 0,89 + 0,04
Lavandula angustifolia 0,85 £ 0,02
Cymbopogon citratus 0,98 + 0,03

En la Tabla 4 se muestra los resultados de las densidades relativas medidas en miligramos por mililitro (g/ml) de
cuatro aceites esenciales: clavo de olor (Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus globulus), lavanda
(Lavandula angustifolia) y hierba luisa (Cymbopogon citratus).
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3.3 Efecto antimicrobiano de los aceites esenciales sobre Candida albicans y Candida parpsilopsis
3.3.1 Clavo de olor (Syzygium aromaticum)

El AE de clavo de olor inhibi6 el crecimiento de Candida albicans de forma concentracion-dependiente (Figura
4). A una concentracion de 0,5 mg/ml (0,05%), el aceite presentd el maximo efecto inhibitorio, con un 29% de
reduccion del crecimiento a las 12 horas. La inhibicion disminuy6 con el tiempo y, a las 36 horas, solo fue del
13% (p < 0,05). Por el contrario, el AE no tuvo un efecto significativo sobre la viabilidad de Candida parapsi-
lopsis (Figura 5).
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Figura 3 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida albicans frente al aceite esencial de clavo de olor a las 12 horas (ay d),
24 horas (b y e), y 36 horas (c y f), utilizando (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001). Las
figuras a, by c estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, e y f se encuentran expresadas en unidades
de porcentaje de concentracion (eje x).
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Figura 4 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida parapsilopsis frente al aceite esencial de clavo de olor a las 12 horas (a
y d), 24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001). Las figuras a,
by c estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, ey f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje

de concentracion (eje x).



Aceites esenciales Candida 2023, Vasquez , Arisqueta. 10 of 18

3.3.2 Lavanda (Lavandula angustifolia)

Contrariamente a lo esperado, las diluciones mas bajas, tuvieron mayor efecto antifingico que las concentraciones
altas (Figura 6). La concentracion de 0,0625 mg/ml (0,00625%) alcanz6 el 22% de inhibicién a las 12 horas y
disminuyd al 18% a las 24 y 36 horas, dejando a las concentraciones de 0,25 mg/ml (0,025%) y 0,5 mg/ml (0,05%)
sin efecto significativo a las 36 horas sobre C. albicans. El aceite solamente tuvo efecto inhibitorio significativo
sobre C. parapsilopsis a las 24 horas en la con una concentracion de 0,25 mg/ml (0,025%) y 0,5 mg/ml (0,05%)

(Figura 7).
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Figura 5 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida albicans frente al aceite esencial de lavanda a las 12 horas (ay d), 24
horas (b y e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001, **** = p-value < 0,0001). Las figuras a, by ¢
estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, e y f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje de

concentracion (eje x).
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Figura 6 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida parapsilopsis frente al aceite esencial de lavanda a las 12 horas (a y d),
24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001, **** = p-value < 0,0001). Las figuras a, by ¢
estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, e y f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje de

concentracion (eje x).
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3.3.3 Hierba Luisa (Cymbopogon citratus)

El AE de hierba luisa muestra una inhibicion similar de Candida albicans a diferentes concentraciones (Figura
8). Esta inhibicion se conserva a lo largo del tiempo, aunque con menor eficacia, salvo en la concentracion de 0,5
mg/ml (0,05%), que mantiene su efectividad. En cambio, el aceite tiene un efecto inhibitorio transitorio sobre C.
parapsilopsis, alcanzando un maximo de 15% a las 12 horas con la concentracion de 0,5 mg/ml (0,05%), dismi-
nuye a las 24 horas y desaparece a las 36 horas (Figura 9).
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Figura 7 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicién de Candida albicans frente al aceite esencial de hierba luisa a las 12 horas (ay d),
24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001, **** = p-value < 0,0001). Las figuras a, by ¢
estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, e y f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje de
concentracion (eje x).
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Figura 8 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida parapsilopsis frente al aceite esencial de hierba luisa a las 12 horas (a
y d), 24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001). Las figuras a,
by c estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, ey f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje

de concentracion (eje x).
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3.3.4 Eucalipto (Eucalyptus globulus)
El aceite de Eucalipto muestra una potente actividad antimicrobiana a una concentracion de 0,5%, con un 18%

de inhibicion, pero no tiene ningln efecto a una concentracion de 0,00625% (0,0625 mg/ml), frente a C. albicans
(Figura 10). Ademas, el aceite es ineficaz contra C. parapsilopsis (Figura 11).
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Figura 10 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida albicans frente al aceite esencial de hierba luisa a las 12 horas (a y d),
24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001, **** = p-value < 0,0001). Las figuras a, by ¢
estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, e y f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje de

concentracion (eje x).
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Figura 9 Absorbancias a 600nm y porcentaje de inhibicion de Candida parapsilopsis frente al aceite esencial de eucalipto a las 12 horas (a y
d), 24 horas (by e), y 36 horas (c y f). (* = p-value <0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001). Las figuras a, b
Y c estan expresadas sus concetraciones en unidades de mg/ml (eje x) y las figuras d, ey f se encuentran expresadas en unidades de porcentaje

de concentracion (eje x).
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4. Discusién

El sistema de arrastre con vapor es un método eficiente de extraccidn de aceites esenciales (AE), dado que facilita
el arrastre de los compuestos volatiles al permitir que las particulas de agua penetren las glandulas vegetales que
los contienen. Sin embargo, este proceso también conlleva limitaciones, ya que algunos compuestos termosensi-
bles, como los ésteres, pueden degradarse por accion del calor o sufrir hidrélisis. Ademas, la dilucién del aceite
en la fase acuosa requiere etapas posteriores de separacion y purificacién (Machado et al., 2022). Los rendimien-
tos obtenidos en este estudio para las especies Cymbopogon citratus, Eucalyptus globulus, Lavandula angustifolia
y Syzygium aromaticum, concuerdan con los reportados en la literatura (Guan et al., 2007; Mohamed Hanaa et
al., 2012; Sartorelli et al., 2007; Zheljazkov et al., 2013). El mayor rendimiento del AE de clavo se atribuye a su
elevada concentracidn de eugenol y a la alta densidad de glandulas secretoras que se concentran en los botones
florales (Cortés-Rojas et al., 2014).

Los resultados de este estudio indican que los AE empleados tienen una actividad antiflngica contra Candida
albicans, pero no poseen el mismo efecto frente a Candida parapsilopsis. Los AE de Syzygium aromaticum,
Eucalyptus globulus, Cymbopogon citratus y Lavandula angustifolia han demostrado efectos antimicrobianos
sobre Candida albicans, pero se han estudiado poco en otras especies de Candida de relevancia clinica. Entre
estas, Candida parapsilopsis ha cobrado importancia en los Gltimos afios, al ser la segunda especie mas frecuente
en hemocultivos y superar a C. albicans en muchos hospitales de Sudamérica (Medrano et al., 2006), Asia
(Nakamura & Takahashi, 2006) y Europa (Pfaller et al., 2001). El AE de clavo de olor mostr6 un efecto inhibitorio
sobre C. parapsilopsis ATCC 90018, una cepa comercial sensible a los antifingicos, segin el estudio de Pinto et
al, (2009). Sin embargo, nuestro AE no tuvo el mismo efecto sobre C. parapsilopsis ATCC 22019, una especie
de Candida resistente a los azoles, debido a una mutacién en el gen ERG11 que le confiere la capacidad de
sobreexpresar bombas de eflujo y eliminar el aceite mas eficazmente (Bhattacharya et al., 2020; Lotfali et al.,
2016; M. Sharma et al., 2022). Esta resistencia también se observd frente a los AE de lavanda y eucalipto, lo que
indica que esta cepa tiene una ventaja adaptativa frente a estos tres aceites y requiere una mayor atencion.

El AE de Syzygium aromaticum (clavo de olor) presenta actividad antifingica frente a Candida albicans y otros
dermatofitos. Su mecanismo se basa en tres componentes: eugenol (80-90%), B-Cariofileno y acetato de eugenilo
(10-40%) (Haro-Gonzalez et al., 2021). El eugenol altera la membrana de Candida, aumenta su permeabilidad e
impide la sintesis de ergosterol (Didehdar et al., 2022). El ergosterol es un esterol presente en la membrana celular
de Candida, desempefiando un papel crucial en otorgar fluidez y mantener la integridad de la misma (Sanglard et
al., 2003). El p-Cariofileno inhibe la enzima que convierte lanosterol en ergosterol (Eleodoro et al., 2016). El
acetato de eugenilo bloquea los receptores del quérum sensing, que regulan los biofilms (Musthafa et al., 2016).
Nuestro estudio present6 un efecto antimicético comparable al de Pinto et al., donde su AE de clavo de olor
inhibié significativamente el crecimiento de C. albicans a concentraciones de 0,0064% a 0,125% (2009). Sin
embargo, otros estudios han reportado que la concentracion minima eficaz es de 1 mg/ml (0,1% de AE) disuelto
en DMSO, lo que sugiere la necesidad de realizar mas diluciones para obtener datos mas precisos (Hekmatpanah
et al., 2022). Ademas, la eficacia inhibitoria del clavo de olor fue disminuyendo con periodos de incubacién mas
largos. Jacome evalud el efecto del AE de clavo de olor sobre Candida albicans mediante ensayos en disco con
diferentes concentraciones. Midi6 los halos de inhibicion a las 48, 72 y 96 horas y observé que disminuian con el
tiempo. Atribuyd este fendmeno a la fotosensibilidad del aceite (2019). El eugenol es un fenol con un doble enlace
entre el anillo bencénico y el hidroxilo (A. Sharma et al., 2022). La luz, sobre todo la ultravioleta, puede romper
este doble enlace y generar radicales libres. Estos radicales reaccionan con el oxigeno y forman perdxidos, que
son inestables y oxidantes. Los perdxidos causan mas degradacién del eugenol, rompiendo el anillo bencénico y
formando aldehidos, cetonas, acidos y otros subproductos con menor o nula actividad antimicrobiana (Timar &
Beldean, 2022).

Ademas de los mecanismos de resistencia descritos en la introduccién, C. albicans puede contrarrestar el efecto
fungicida formando biofilms en respuesta al estrés. El biofilm es una estructura tridimensional compuesta por
exopolisacaridos, proteinas, lipidos y otros componentes, que facilita la adhesion de Candida a las superficies y
la protege de los farmacos y del sistema inmune (Del Pozo & Cantén, 2016). En nuestros estudios detectamos
una masa sélida en el fondo de cada pocillo de la placa de 96, lo que evidencia la existencia de biofilms (esto
ocurrid en cada uno de los tratamientos de los diferentes aceites). La densidad éptica de los pocillos se incremento
con el tiempo, lo que indica que el AE de clavo de olor estimul6 el crecimiento de los biofilms. Estos resultados
concuerdan con los de Khan & Ahmad (2012), quien demostré que el AE de Syzygium aromaticum inhibe el
biofilm de C. albicans en un 43% a una concentracion de 0,5 mg/ml, mientras que a concentraciones inferiores la
formacidn de biopeliculas aumenta hasta un 73%. En nuestro caso, la mayor inhibicion se observé también a 0,5
mg/ml, pero fue inferior a la reportada por Khan, que puede estar influenciada por la calidad y pureza del aceite
extraido.

El AE de Lavandula angustifolia se compone principalmente de dos compuestos bioactivos con actividad fungi-
cida: el linalol (20%-45%) y el acetato de linalilo (25%-60%) (Mijatovic et al., 2022). El linalol es un alcohol
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terpénico que puede unirse al sitio activo de la ATP sintasa, bloqueando su actividad e inhibiendo la produccion
de ATP (Medeiros et al., 2022). El acetato de linalilo es un éster que también tiene la capacidad de modificar la
membrana de los hongos (Blasko et al., 2017). Estudios similares a los nuestros utilizaron el AE de lavanda frente
a C. albicans y encontraron que el aceite tenia una actividad antifingica a una concentracion de 0,09% a 2%
(D’Auria et al., 2005). Sin embargo, la concentracion de los compuestos bioactivos puede tener un efecto anti-
fangico inverso al esperado. En la presente investigacion, encontramos que, a mayor concentracion del AE menor
efecto inhibitorio posee. Estos resultados de asemejan al estudio de Behmanesh et al., (2015), quienes encontraron
que, el AE de lavanda a una concentracion de menor dilucién 1:80, disuelto en DMSO, era eficaz para inhibir el
crecimiento de C. albicans, pero a concentraciones mayores el efecto disminuia. En las pruebas que realizamos,
diluciones menores a 0,05% tuvieron un efecto inhibitorio mayor. La causa de este efecto no esta clara, pero
podria deberse a la permeabilidad del AE. Los compuestos bioactivos de la lavanda alteran la membrana de C.
albicans a bajas concentraciones, pero a altas concentraciones saturan el sitio de accién y provocan estrés en la
levadura, lo que puede desencadenar en la activacion de genes de resistencia frente antiflngicos (Yang et al.,
2020). De manera similar a nuestro trabajo, un estudio previo encontré que el AE de lavanda, = 0,0014% (v/v
16uL/ml), inhibi6 la viabilidad del biofilm de Candida albicans en un 60%, pero no lo eliminé totalmente, y a
medida que aumentaba el tiempo, la actividad del AE fue disminuyendo (Alves-Silva et al., 2023).

Entre los compuestos del AE de Cymbopogon citratus (hierba luisa) que tienen actividad antifingica frente a C.
albicans se encuentran el citral y el citronelol (Shah et al., 2011). La intercalacion de ambos bioactivos en la
membrana celular provoca una alteracion de la permeabilidad, lo que facilita la salida de iones y otras sustancias
vitales para Candida albicans (Almeida et al., 2013). De manera similar a nuestro estudio, un trabajo previo
demostr6 que el AE de hierba luisa disuelto en DMSO tenia un efecto fungicida de casi un 100% de eficacia
frente a C. albicans a una concentracién de 0,00275% a 0,02% (Paiva et al., 2022). En nuestro caso, la minima
dilucion fue de 0,00625%, pero se pudo observar que el efecto fue similar en todas las concentraciones utilizadas
(Figura 6). Por otro lado, el AE de hierba luisa mostr6 un efecto antimicético sobre C. parapsilopsis ATCC 22019
durante las primeras 24 horas, pero este se perdié a las 36 horas. Esto sugiere que la cepa podria resistir el aceite
de hierba luisa bajo condiciones no favorables, activando genes de respuesta al estrés (FKS, CDR, MDR, ERG11)
y formando biofilms (Costa-de-oliveira & Rodrigues, 2020; Pristov & Ghannoum, 2019). Se ha demostrado que
el AE esencial de hierba luisa puede inhibir el crecimiento de biopeliculas a una concentracién de 0,3125 % (Gao
et al., 2020). En nuestro estudio, pudimos observar que el AE a una concentracion menor (0,05%), redujo el
crecimiento de biofilms a lo largo del tiempo, alcanzando una densidad 6ptica maxima de 0,8 nm a las 36 horas.
Este efecto no se presentd en los demas AE. Un estudio revel6 que se necesitan concentraciones de 0,125% para
inhibir biofilms de S. aereus susceptibles a meticilina (Adukwu et al., 2012). Suponiendo que las concentraciones
del citral en el aceite son similares a los nuestros, se necesitdé 0,05% del AE para disminuir el biofilm de C.
albicans, pero no con la misma eficacia. Por consiguiente, se sugiere que para inhibir de manera més efectiva el
crecimiento de levaduras, seria prudente emplear concentraciones mas elevadas del AE.

El AE de Eucalyptus globulus exhibié un efecto inhibitorio sobre C. albicans que se intensificé con el incremento
de las concentraciones, pero que se atenu6 notablemente con el transcurso del tiempo, llegando a anularse en las
concentraciones mas bajas. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Boukhatem et al., (2020),
quienes emplearon el método de difusion en disco con concentraciones de 0,071%, 0,142%y 0,212% de AE de
eucalipto, y no hallaron ningtn efecto antifungico frente a C. albicans. Esto podria indicar que el AE de eucalipto
no tiene una actividad antimicrobiana relevante a bajas concentraciones. Por el contrario, Bokaeian et al., (2010)
demostraron que suministrando 0,25% de AE disuelto en agua, el efecto inhibitorio sobre C. albicans en ratones
era positivo, lo que sugiere que se requieren concentraciones mas altas de AE para obtener una accion antiflingica
eficiente. Un aspecto relevante es que la actividad antifingica del aceite varia segun la especie de Eucalipto de la
que se extrae. Se ha demostrado que el AE de Eucalyptus globulus tiene un efecto con el 2 mg/ml a 8mg/ml de
concentracion sobre C. albicans y C. parapsilopsis ATCC 22019, mientras que Eucalyptus citriodora con 0,25
mg/ml de concentracién presenta un efecto antimit6tico mas potente (Priscila Barbosa, 2018). El efecto antimi-
crobiano esta asociado a los biactivos eucaliptol (1,8-cineol) y alfa-terpineol (Rahimi-Nasrabadi et al., 2012). El
eucaliptol es un componente lipofilico que puede alterar la permeabilidad de la membrana celular de Candida, al
insertarse en las bicapas lipidicas y generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen un estrés oxidativo
(Martinez-Pabon & Ortega-Cuadros, 2020). El alfa-terpineol también tiene un efecto dafiino sobre la membrana
celular de Candida, pero con mayor potencia, ya que puede inhibir las proteinas de eflujo que confieren resistencia
a los antifingicos (Heloisa de Souza Borges et al., 2021). La composicion de los AE varia segln la especie de
Eucalipto de la que se extraen. EI AE de E. citriodora contiene mas alfa-terpineol que el E. globulus, y esta
caracteristica posiblemente lo hace un mejor antimicético (Elangovan & Mudgil, 2023; Tolba et al., 2015). Para
identificar los bioactivos con actividad antimicotica presentes en el aceite esencial extraido, nuestro estudio re-
quiere evaluar sus componentes mediante cromatografia liquida o de gases acoplada a espectrometria de masas.
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5. Conclusiones

El sistema de arrastre con vapor se ha confirmado como un método eficiente para la extraccion de AE, permitiendo la
obtencién de compuestos volatiles de especies como Cymbopogon citratus, Eucalyptus globulus, Lavandula angusti-
folia y Syzygium aromaticum con minima pérdida de integridad. Aunque el proceso puede inducir la degradacion de
componentes termosensibles, los resultados son coherentes con estudios previos y resaltan la importancia de analizar
la composicién quimica del aceite mediante técnicas cromatogréficas avanzadas para garantizar la precision del ana-
lisis.

Este estudio también destaca la variabilidad en la actividad antifungica de los AE, con una eficacia destacada contra
Candida albicans y una efectividad mas limitada contra Candida parapsilopsis. Estos resultados enfatizan la urgencia
de investigar mas a fondo la susceptibilidad de las distintas especies de Candida a los AE, considerando la creciente
prevalencia de C. parapsilopsis en infecciones clinicas globales.

En particular, el AE de clavo de olor emerge como un agente antiflngico prometedor, interrumpiendo la membrana
celular de Candida e inhibiendo la sintesis de ergosterol, esencial para la integridad celular del hongo. No obstante,
en cepas de Candida resistentes a los azoles presenta retos notables, subrayando la necesidad de desarrollar estrategias
innovadoras para contrarrestar la resistencia fungica. El aceite de Hierba luisa se presenta como un candidato potencial
para la terapia antiflingica, siendo el Unico aceite con efecto significativo sobre C. parapsilopsis en este estudio.
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