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RESUMEN

El extracto de toronja comercial (EST) es un producto elaborado a partir de semillas y
pulpa de toronja. Diversos estudios in vitro demuestran la actividad bioldgica que tiene
frente a una gran cantidad de bacterias, virus y hongos. En bacterias se ha demostrado
que el EST altera la membrana y libera el contenido citoplasmatico. Hasta el momento
no se cuenta con informacion respecto al tipo de dafio que causa sobre los hongos. En
este trabajo se evalud la actividad antifingica que el EST tiene frente a Candida
albicans, asi como el dafio estructural que provoca con la finalidad de establecer
condiciones para poder realizar estudios encaminados a determinar su posible
mecanismo de accion molecular. El extracto fue probado frente a treinta y seis cepas
identificadas como Candida albicans y procedentes de aislados clinicos obtenidos de
diferentes partes del cuerpo (1 de aspirado bronquial, 11 de cavidad oral, 1 de orina, 7
de piel, 4 de sangre y 12 de ufias). Se utilizd la cepa de referencia ATCC 10231 de C.

albicans como control.

El efecto antifingico fue evaluado por el método de dilucion en agar dextrosa
Sabouraud (ADS), determinando la CMI como la menor concentracion donde no hubo
crecimiento aun después de cinco dias de incubacion. Se inhibi6 el crecimiento de la
cepa de referencia 'y del 94.44% de las cepas aisladas de muestras clinicas a una CMI de
0.2 mg/mL del EST, 2 cepas aisladas a partir de onicomicosis no presentaron inhibicién
del crecimiento aln a la concentracion de 0.6 mg/mL. A concentraciones menores a la
CMI se observa un efecto fungistatico y a 0.2 mg/ml el efecto es fungicida en los

primeros 5 minutos de contacto. Por medio de la tincion de Gram se ponen en evidencia



cambios en la morfologia, colapsamiento y fragmentacion celular a partir de la
concentracion de 0.5 mg/ml. A partir de esta misma concentracion hubo inhibicion de la
formacion del tubo germinativo y alteraciones en la membrana celular de acuerdo a los
resultados obtenidos mediante tincion con bromuro de etidio. Empleando la tincién con
DAPI, se observd un aparente aumento de tamafio del ndcleo. Estos resultados
demuestran que el EST inhibe el crecimiento de C. albicans posiblemente debido a

alteraciones en la integridad de la membrana y pared como lo hace sobre las bacterias.



6. INTRODUCCION

6.1. Caracteristicas de Candida albicans

Robin denominé a C. albicans en 1853 Oidum albicans, esta especie estuvo incluida en
100 sinénimos y pasada a través de 18 géneros, entre ellos el Género Monilia, en el cual
estaba incluida la especie Monilia candida, luego Monilia albicans, hasta el trabajo de
C.M. Berkhout, quien en 1923 propone el género Candida y la especie albicans, que
fue aceptado por el 3er Congreso Internacional de Microbiologia en Nueva York en

1939 (Calderone 2002, Carlile 2001).

C. albicans, agente etiologico de la candidiosis, se encuentran actualmente clasificado

taxonémicamente de la siguiente forma (Calderone, 2002):

Clasificacién taxonomica

Categoria Nombre

Reino: Fungi

Phylum: Ascomicota

Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Desde la época de Hipocrates se sabe que Candida es el agente causal de varias
enfermedades pero se comienza a estudiar a partir de 1940. Lagenbeck, en 1839 fue el

primero en demostrar la presencia de un hongo parecido a la levadura en las lesiones



causadas por aftas, su hallazgo fue confirmado por Gruby en 1842 y el agente causal fue

denominado Oidium albicans (Samson 1990).

El Género Candida comprende mas de 150 especies de las cuales se ha demostrado que
las de mayor importancia clinica son: C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr C.
guillermondi, C. parapsilosis, C. glabrata, C. dubliniensis. (Calderone 2002, Carlile

2001, Alcamo 2003).

C. albicans presenta dimorfismo, es decir, que se puede observar como una célula oval
levaduriforme de 2 a 4 micras, con paredes finas hasta formas filamentosas con
extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y de longitud variable que se han
identificado en tejidos infectados. Existen formas intermedias que en conjunto se
denominan pseudohifas y que son células alargadas de levadura que permanecen unidas

entre si (Carlile 2001, Arenas 2003).

C. albicans también tiene una marcada tendencia a formar esporas grandes de pared
gruesa, denominadas clamidoconidias, las cuales se observan cuando se cultivan en un
medio especial como Agar Harina de Maiz; las clamidoconidias son terminales y tienen
un didmetro de 7 a 8 micras y casi siempre se origina en el extremo del pseudomicelio
(Alcamo 2003, Carlile 2001). Es una importante caracteristica morfologica en la
identificacion de C. albicans. Asimismo, tiene la capacidad para producir tubos
germinativos (filamentacion en suero) cuando las colonias son inoculadas en 0,5 ml de
suero humano a temperatura de 37°C observandose los resultados después de 2 o 3

horas (Arenas 2003).



La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular, la cual
contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de
blastoconidias o de hifas existentes. Esta crece continuamente por extension apical. El
tubo germinativo de C. albicans ha sido descrito como un tubo sin constriccion en el

punto de origen y tiene una apariencia similar a “espejo de mano” (Carlile 2001).

Las levaduras son microorganismos eucarioticos, las cuales se reproducen asexualmente
por un proceso especifico de division celular conocido como gemacion. Este proceso de
division implica la produccion de nuevo material celular proveniente de la superficie de
la blastoconidia. Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamafio
optimo, se suscita la division celular y se forma un tabique o septo entre las dos células.
En lo que respecta a la reproduccion sexual en Candida, taxondmicamente existen las
telomorficas cuya reproduccion es sexual y se clasifican como Ascomicetos en C.
albicans, tal reproduccion se lleva a cabo generando organismos heterocigotos lo que
dificulta un poco la generacion de mutantes debido al incremento en el indice de

recombinacion en comparacion con Saccharomyces cerevisiae (Carlile 2001).

Candida albicans es una levadura Gram positiva cuya observacion se mejora al utilizar
blanco de calcofluor. El cultivo se logra a temperatura ambiente de 24 a 48 h y en los
medios habituales, como Sabouraud simple o con cloranfenicol y cicloheximida, donde
se obtienen colonias lisas, blandas, brillantes, de color blanco o ligeramente beige; con
el tiempo se hacen plegadas, rugosas o membranosas y a simple vista se observa el

micelio sumergido (Arenas 2003).



La pared celular de hongos, plantas y bacterias presenta un gran nimero de funciones
incluyendo proteccion, osmosis y permeabilidad, ademas que resulta de gran
importancia en la interaccion célula-célula. La pared celular de C. albicans esta
compuesta principalmente por los polisacaridos: manana, glucano y quitina (30-50%).
Aunque la sintesis de los componentes de la pared celular estd dindmicamente
influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios metabolicos, en la
literatura existen datos acerca de la composicion quimica de dicha pared. El
polisacarido soluble manana representa aproximadamente entre 15.2% y 22.9% del peso
seco y poco mas de 40% de los polisacaridos de la pared celular del hongo. El D-
glucano B-1,3 (soluble en alcali) y D-glucano B-1,6 (residuo insoluble en 4lcali
obtenido por extraccion con NaOH) constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la
pared celular. Otros componentes han sido reportados, tales como proteinas, en
cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7% (algunos fosfolipidos
son: fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol) y quitina entre 0.6% y 9% del peso de la
pared celular (Calderone 1991). Las proporciones de los componentes que constituyen
la pared celular de las levaduras y de los tubos germinativos es relativamente similar,
aunque la proporcion del glucano soluble en alcali / insoluble en alcali (asociado a
glucdgeno) asi como de quitina y la expresion proteinica varian de acuerdo con la
forma de crecimiento (Carlile 2001, Wilfred 2000). Durante las primeras etapas de la
formacion del tubo germinativo, se sintetiza casi exclusivamente (-1-3 glucano. La
quitina se encuentra en las células en forma de levadura, en las hifas y en los tubos

germinales, aunque la proporcion es mayor en las hifas (Chattaway1968).

Algunos estudios ultraestructurales de la pared celular de C. albicans han demostrado

una compleja microarquitectura. La pared tiene un espesor variable y estd compuesta



por varias capas las cuales se han puesto de manifiesto por diferencias en la densidad
electrénica. El nimero de capas y su morfologia varian; esta variacion esta relacionada
con varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento
(como levadura o como tubo germinativo), la capa seleccionada para su estudio, el
medio de cultivo empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de fijacion.
La mayoria de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared celular, las
cuales son (de adentro hacia afuera): una regidn rica en manoproteinas también llamada
espacio periplasmico; la siguiente es la zona con mayor densidad electronica y esta
formada por 1,3-B-glucano y 1,6-B-glucano; se observa una region rica en quitina y hay
evidencia de que se establecen enlaces covalentes 3-glucano-quitina; y por tltimo, una
zona que esta compuesta por manoproteinas. Existe evidencia de que al menos algunas
de las manoproteinas, asi como la quitina, se encuentran unidas covalentemente a
cadenas de glucano. Otras proteinas codificadas por la familia de genes PIR (proteins
with internal repeats) se encuentran unidas por enlaces covalentes al 1,3-B-glucano.
Otro grupo de manoproteinas forman una capa de fibrillas que se extienden hacia el
ambiente externo, sin embargo, su estructura atin no ha sido detallada y tampoco se sabe
con exactitud si se encuentran unidas a la membrana, unidas covalentemente al glucano
o0 a la quitina o simplemente se encuentran atrapadas en la matriz de glucano(Calderone

1991, Masuoka 2004).

La manana ha sido identificada como el principal antigeno de la superficie celular de C.
albicans. Basados en estudios de adsorcion y aglutinacion, agruparon a C. albicans en

dos serotipos designados A y B (Calderone 1991, Hasenclever 1961).



Basicamente, la representacion de las manoproteinas de la pared celular de C. albicans
esta constituida por residuos de manana unidos entre si por enlaces a-1,6, los cuales se
unen a la porcion de proteina a través de dos residuos de N-acetil glucosamina (unidos
entre si por enlaces B-1,4) y un residuo de asparagina y manosa que se unen a la
proteina a través de residuos de los aminodcidos serina y treonina (Calderone 1991,

Sheppherd 1985).

La membrana plasmatica es una estructura que reviste gran importancia, ya que los
antimicoticos actian a nivel de la misma, ademas de contener las enzimas responsables
de la sintesis de la pared celular. Presenta una doble capa compuesta por lipidos y posee
invaginaciones, que se observan como surcos de 200 a 300 nanémetros de longitud, por
35 a 40 nanémetros de espesor. La presencia de los lipidos en hongos es de gran
importancia ya que se encargan de mantener la estructura y funcién de la membrana
(Carlile 2001). Ademas de los lipidos, la membrana citoplasmatica estd compuesta por

grandes cantidades de proteinas y carbohidratos en menor proporcion.

En el citoplasma, al igual que en otras células eucarioticas, C. albicans presenta:
ribosomas, mitocondrias, granulos de glucégeno y vacuolas que, contienen en algunas
ocasiones cuerpos lipidicos y granulos de polifosfato. El nucleo es tipico de una célula
eucariotica, con membrana nuclear limitante, uno o varios nucléolos, DNA, RNA y

varios cromosomas (Mandigan 2006).

Candida albicans puede crecer con diferentes morfologias: en levaduras, con hifas o

pseudohifas y la forma filamentosa, importante en la invasividad de tejidos,



dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se encuentre. Los diferentes estados
morfolégicos de la levadura se pueden inducir mediante factores como: pH,
concentracion de nutrientes, temperatura, disponibilidad de fosfato, etc., cuando
Candida va a formar el tubo germinativo, una pequefia porcion de su superficie se
restringe, esta es la zona donde tendra lugar el crecimiento apical del tubo germinativo
que sufre progresivas elongaciones, la formacion de éste requiere de la polarizacion
apical de la actina del citoesqueleto, la cual forma un anillo, el mecanismo completo de
esta polarizacion no se conoce en C. albicans sin embargo estudios en Saccharomyces
cerevisiae indica que tiene lugar mediante la regulacion de ciclinas dependientes de

cinasas (Sepulveda 2001, G. Black 2002).

La importancia de los estudios sobre la morfogénesis de Candida, composicion de la
pared celular y variaciones de expresion en su superficie radica en la relacion existente
entre la fase del ciclo celular y la expresion de ciertos genes como los implicados en la
regulacion del dimorfismo y otros factores de virulencia como la expresion de proteinas
de adhesion a células del hospedero (ej. enterocitos) y la secrecion de enzimas (aspartil
proteinasa y fosfolipasa B) ya que en Candida la formacion de hifas o pseudohifas esta
relacionadas con la virulencia y patogenicidad del organismo, puesto que el proceso de
morfogénesis es de gran importancia en la invasividad de Candida (Bassilana 2005). El
reconocimiento de las células epiteliales se realiza a través de manoproteinas de
superficie (adhesinas) que se unen a receptores que contienen carbohidratos. No se
conoce el nimero de estas manoproteinas y existen proadhesinas. El microorganismo
también se une a queratinocitos, células endoteliales y proteinas de la matriz
extracelular, como fibronectina, laminina, coldgeno y entactina y, por tanto, parece

poseer una adhesina de superficie del tipo integrina. En la mayoria de los casos, la



adhesina para cada una de estas proteinas del huésped es una manoproteina (Calderone

2002).

6.2. Enfermedades producidas por Candida albicans

Los microorganismos son actualmente causa de multiples enfermedades y Candida
albicans es el hongo que se encuentra con mayor frecuencia en infecciones fungicas
humanas seguido por C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, y C. krusei las cuales
han adquirido mayor importancia en los ultimos afos, dependiendo del pais estudiado,
del tipo de paciente, de la edad etc. La mayor incidencia se presenta en pacientes con
alteraciones inmunologicas graves como diabetes, neoplasias, SIDA, quemaduras
extensas, 0 en pacientes cuyo tratamiento compromete las defensas naturales del
organismo como es el uso de antibidticos, presencia de catéteres intravenosos, nutricion
parenteral, sistemas de monitorizacion intravascular, protesis intravasculares, cirugia
abdominal multiple, trasplantes de 6rgano so6lido, administracion de esteroides(Galva

2006).

El aumento en la incidencia puede deberse en parte al uso indiscriminado de
antifingicos sintéticos para controlar la enfermedad, principalmente azoles
(ketoconazol, itraconazol, fluconazol, etc.) y antibidticos poliénicos (nistatina,
anfotericina B) (Pontoén 2002) los cuales no solo tienen como desventaja su elevada
toxicidad (Calderone 2001) sino que también generan resistencia presumiblemente

porque modifican la expresion de genes.



En el estudio SENTRY realizado entre 1997 y 1999, en el que se valoraron las
infecciones de la sangre en USA, Canad4, Latinoamérica y Europa encontraron que las
candidemias constituian el 3% de todas las infecciones sanguineas comunitarias y el 9%
de las nosocomiales. De igual forma se observd que Candida spp. ocupaba el 4° lugar
de los agentes etiologicos mas frecuentes. En la tabla 1 se muestra la distribucion de las
especies mas importantes del género Candida en los paises incluidos en dicho estudio

(Galva 2006).

Tabla 1. Distribucién de especies de Candida en diferentes paises.

Especies de USA Céanada América latina Europa
Candida
C. albicans 55 60 45 58
C. glabrata 21 12 6 10
C. parapsilosis 11 16 25 19
C. tropicalis 9 6 16 7
C. krusei 2 2 1 1
Candida spp. 2 4 7 5

En México se realizdo un estudio durante tres afios para evaluar la prevalencia de
levaduras que colonizaban o infectaban la cavidad oral de 111 pacientes con infeccion
por VIH (51 adultos y 60 nifios) y de 201 personas sanas no infectadas por el VIH (109
adultos, 92 nifios). Candida albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia.
Setenta y uno de los 85 aislamientos eran C. albicans (83,5%); veintisiete de estos
aislamientos procedian de nifios con infeccion por VIH y 44 se aislaron de personas no

infectadas por VIH. Sesenta y dos aislamientos de C. albicans pertenecian al serotipo A



siendo el serotipo mas prevalente. Se aislaron especies no C. albicans (Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis y Saccharomyces cerevisiae) en el
16,5% de los pacientes colonizados y en el 38,5% de los pacientes con candidiasis o
enfermedades asociadas a Candida. Hubo nueve episodios de infeccion o colonizacion

mixta (Sanchez 2005).

Candida es una levadura que se encuentra ampliamente extendida en la naturaleza. Se
ha aislado del suelo, de animales, de objetos inanimados, de alimentos y de ambientes
hospitalarios, sin embargo, la principal fuente de infeccion humana es la enddégena ya
que los microorganismos del género Candida son oportunistas que se encuentran como
comensales en cavidad bucal, intestino, vagina, secrecion bronquial y tracto urinario

(Cossart 2005).

Las infecciones por Candida spp. se producen por tres mecanismos: por invasion de
cepas colonizantes del tracto gastrointestinal o la piel; como consecuencia de
transmision vertical en el neonato, o en raras ocasiones por transmision horizontal

(Galvan 2006).

La transicion entre el estado comensal y el patogénico ocurre generalmente con el
desequilibrio en los mecanismos de defensa del organismo, un cambio en el balance de
la flora microbiana y lesion de los tegumentos. Tales estados pueden presentarse debido
a procedimientos médicos como cirugias, terapias médicas de inmunosupresion, por la
presencia de enfermedades como leucemia, SIDA, diabetes, desordenes metabolicos o

bien por el consumo de drogas o la realizacion de dietas (Galvan 2006).



La infeccion por C. albicans se puede manifestar de manera superficial, como en piel y
ufias, en mucosas expuestas o se disemina en forma generalizada a tejidos profundos lo
que representa una forma invasiva mas seria (Calderone 2002, Cossart 2005), dana

foliculos pilosos, causa vulvovaginitis, endocarditis, meningitis, tlceras, etc.

La candidosis se clasifica en: localizada, que puede ser mucocutanea (bucal, digestiva,
vaginitis y balanitis, bronquial y pulmonar) o cutdnea (intertrigos, paroniquia y
onicomicosis, zona del pafal, vesiculopustular y folicular), diseminada y profunda
(candidosis mucocutanea cronica, granuloma candiddsico), sistémica (aparato
genitourinario y rifiones, endocarditis, meningitis, septicemia, candidemia yatrogena) y

alérgica (candidides, eccema, asma, gastritis) (Arenas 2003).

6.3. Generalidades de antimicoticos.

Hoy en dia se presenta el grave problema de la resistencia de los microorganismos a los
farmacos antifiungicos debido, ya sea a la produccion de una enzima (lactamasa)que es
secretada y que inactiva la molécula (Carlile 2001), o bien, al generar un cambio de
polaridad en el farmaco, a nivel de receptores, la polimerizacion y alargamiento de
microtubulos, inhibiendo la sintesis de proteinas, ergosterol o inhibiendo el ciclo de la

respiracion (Calderone 2002, Catalan 2006).

Los antifingicos mas cominmente usados son:

La nistatina es un antifungico del grupo de los macrdlidos poliénicos (figura 2), con

accion fungistatica, que se obtiene a partir de Streptomyces noursei. Los polienos actiian



formando complejos insolubles con los esteroles de la membrana celular fingica y
alterando su permeabilidad, al formar canales i6nicos. Esta indicada, por su eficacia, en

candidosis de mucosas (Ghannoum 1999).

Fig. 1. Estructura desarrollada de la Nistatina.

La anfotericina B es un antifungico del grupo de los macro6lidos poliénicos (figura 3)
altamente toxico, aislado en 1956 de Streptomyces nodosus. Posee un amplio espectro
de accion, desde hongos levaduriformes y filamentosos a protozoos. Su mecanismo de
accion se logra mediante la interaccion directa con el ergosterol de la membrana celular
fingica. La anfotericina B no interfiere con la sintesis de la membrana sino que la
desestabiliza, su afinidad por el ergosterol incrementa la actividad de los canales de
potasio que a altas concentraciones forma poros de 40-105 nm. En las membranas, esto
produce pérdidas de potasio intracelular y de otras moléculas constituyentes lo que trae
consigo un desequilibrio electrolitico en el interior de la célula y muerte de la misma. La
anfotericina B inhibe una bomba de protones en Candida albicans e induce la
peroxidacion de los lipidos de membranas. Este compuesto tiene el mayor espectro de

accion antifingico conocido y muy elevada toxicidad (Carlile 2001, Fica 2004).

Fig. 2. Estructura desarrollada de la Anfotericina B.



L a griseofulvina (figura 4) es un antibidtico natural producido por varias especies de
Penicillium, especialmente P. Griseofulvum. Su espectro esta restringido a
dermatofitosis, careciendo de actividad frente a otros hongos patégenos. Actia al unirse
a los microtubulos celulares, interfiriendo con la mitosis inhibiendo el crecimiento del

hongo (Fernandez 2001).

La 5-fluocitocina ( figura 4) actia bloqueando la sintesis de acido nucleico, se utiliza en
tratamiento oral contra Candida (Fernandez 2001). La fluocitocina, un derivado
fluorado de la citosina, se transforma en el organismo en 5-fluorouracilo (5-FU), un
inhibidor no competitivo de la timidilato sintetasa y de la sintesis de DNA. No debe
utilizarse en monoterapia pues los hongos pueden mutar y hacerse resistentes de forma

rapida.

Fig. 3. Estructura desarrollada de la griseofulvina y la 5-fluocitocina.

El grupo de los azoles (figura 5) incluye tanto los imidazoles (ketoconazol, miconazol)
como los triazoles (fluconazol e itraconazol). Los azoles son antifungicos sintéticos
caracterizados por la presencia en su estructura de un anillo azélico de 5 atomos, unido
a otros anillos aromaticos. De todos ellos, solo tres se pueden utilizar en micosis
sistémicas (ketoconazol, fluconazol e itraconazol). El primero en utilizarse fue el

ketoconazol, pero ha sido sustituido por el fluconazol que posee una serie de ventajas



relacionadas con su espectro de accion, su farmacocinética y toxicidad. Por ultimo, se
ha incorporado recientemente a la terapéutica el itraconazol. De forma general,
podemos decir que estos derivados azdlicos (particularmente fluconazol) son
considerados farmacos de segunda eleccion en el tratamiento de las infecciones
sistémicas producidas por diversos hongos, tras la anfotericina B. Interfieren con la
sintesis de ergosterol, al inhibir la Cl4-alfadesmetilasa, una enzima acoplada al
citocromo P-450 y que transforma lanosterol en ergosterol. Esta inhibicion altera la
fluidez de la membrana, aumentado la permeabilidad y produciendo una inhibicién del
crecimiento celular y de la replicacion. Esta inhibicion del citocromo P-450 es

responsable de los efectos adversos que los azoles pueden causar en humanos (Arikan

1999).

¢}

Q

Fig. 4. Estructura desarrollada de los antifiingicos del grupo de los azoles; ketoconazol e itraconazol.

Con respecto a lo anterior, se sabe que el antifiingico ideal debe reunir las siguientes
caracteristicas: accion fungicida (mejor que fungistatica), amplio espectro frente a los
hongos causantes de micosis superficiales y cutaneomucosas (dermatofitos, levaduras
del género Candida, Pityrosporum y mohos), actividad in vitro demostrada con pruebas

de sensibilidad (CMI) para los hongos mencionados, probada eficacia clinica en la



resolucion de las distintas dermatomicosis, de facil accesibilidad, disponible en farmacia
sin prescripcion médica obligada, disponible en diversas presentaciones, de facil
aplicacion, capaz de alcanzar una alta concentraciéon en los tejidos lesionados, con
actividad antifungica permanente, tolerabilidad y escasa produccion de efectos adversos
e interacciones farmacologicas, tratamientos cortos, que no requiera la monitorizacion

del paciente con pruebas analiticas, y con buena relacion costo-eficacia.

6.4. Extracto de semillas de toronja (origen, usos y efecto en hongos)

Hoy en dia la sociedad tiene un especial interés por los productos de origen natural.
Segun informes de la OMS, aproximadamente el 80% de la poblacion mundial utiliza
productos naturales con fines medicinales. Ademds se ha informado de que un gran
nimero de medicamentos antibacterianos y antitumorales provienen de fuentes
naturales. Asimismo la FDA aprobd, entre 1983 y 1994, 520 nuevos farmacos de los
cuales el 39% eran de origen natural o sus derivados. Las especies de plantas conocidas
oscilan entre 250.000 y 500.000 esta es una riqueza que no se aprovecha totalmente, su
uso en el tratamiento de enfermedades es ancestral por lo que nos ha permitido

acumular un gran conocimiento etno-farmacologico (Lopez 2002).

Los citricos se originaron hace unos 20 millones de afios en el sudeste asiatico. El
extracto de toronja fue elaborado por Jacob Harris en 1980 (16), es un antimicrobiano
de amplio espectro no toxico obtenido de las semillas, pulpa y membranas blancas del
pomelo. Al pomelo, el mayor en tamafio de las frutas citricas, también se le conoce con

el nombre de toronjo, toronja, grapefruit o pamplemusa (Zomlefer 2004).



TAXONOMIA DEL POMELO (Zomlefer 2004)

Categoria Nombre
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Citrus
Especie: paradisi

El extracto de semillas de toronja estd conformado por: aminoacidos, 4acidos grasos,
oligosacaridos, triterpenos, limoneno, flavonoides; quercetina, hesperidina,
neohesperidina, glicésido de camperol, apigenina, rutinosidos, poncirina, etc.
(Dembinski 2004, Cvetnic 2004), naringina , acido ascérbico 'y compuestos
cuaternarios derivados de los bioflavoniodes presentes en el extracto original. Presenta
ventajas en comparacion con los amonios cuaternarios al no verse afectado por la
materia organica y los detergentes, en comparacion con los yoddéforos y derivados de
cloro, estos compuestos acidos no se ven afectados por la temperatura, son mas estables
al almacenamiento, no son corrosivos, no son toxicos y pueden ser usados en la mayoria
de las superficies en que se procesan productos alimenticios, ademas de que no presenta
efectos secundarios a la dosis terapéutica y generalmente tienen bajo costo (Lopez 2002,

Reagor 2002, Bentivegna 2002).



En las tiendas naturistas se cuenta con diferentes marcas del extracto de toronja a nivel
mundial, asi como diversas presentaciones: polvo, liquido concentrado, tabletas y spray.
Actualmente tiene diversos usos como suplemento alimenticio, conservador en
alimentos y cosméticos, como agente sanitizante y desinfectante. (Tirillini 2000,

Giamperi 2004, Lopez 2001, Ranzani 1995, Caloridominguez 1995, J. U. Ha 2001).

En la industria alimentaria ha sido usado de manera frecuente como desinfectante a
partir de su aprobacion por la Food and Drug Administration (FDA), USA No.
0013982. Su accion germicida es atribuible al efecto que tiene en el pH del medio
debido a su naturaleza 4cida, se propone que actla sobre microorganismos
contaminantes que pueden estar presentes en la mayoria de las industrias elaboradoras
de alimentos desnaturalizando las proteinas y afectando el funcionamiento de la

membrana celular (Lopez 2002, http://nutriteam.com).

Otro de los usos del EST es como tratamiento naturopatico. Es recomendado por los
proveedores y médicos en infecciones menores de la piel, acné, verrugas, pie de atleta,
en onicomicosis, en pacientes con vulvovaginitis y candidosis intestinal y sistémica
(http://nutriteam.com), ademas sirve como gastroprotector y en el tratamiento de la
pancreatitis inducida por isquemia-reperfusion en ratas (Gorinstein 2005, He K. 1998,

Brzozowski 2005, Dembinski 2004, Ionescu 1990).

Se ha demostrado que el EST tiene la capacidad in vitro para matar o inhibir el
crecimiento de 800 tipos de bacterias Gram negativas y Gram positivas potencialmente
perjudiciales, 100 tipos de hongos, virus y pardsitos protozoarios (Heggers 2002,

Cvetnic 2004, Woedtke 1999, Reagor 2002, Lopez 2002, Eleraky 2002, Oyelami 2005).



La concentracion a la cual el extracto de toronja es utilizado es muy baja por lo que

resulta no toxico para quien lo consume, lo cual es una indiscutible ventaja frente a los

antifungicos convencionales (Bentivegna 2002, http://nutriteam.com). Estudios de
toxicidad realizados en fibroblastos de piel humana muestran un efecto citotéxico en
un intervalo de diluciones de 1:1 a 1:128; sin embargo, a una dilucion de 1:512 atn

tiene efecto bactericida sin provocar dafio en los fibroblastos (Heggers 2002).

Se han realizado diversos estudios para conocer el efecto que tiene el EST sobre
Candida albicans. En un estudio realizado por la Universidad Autonoma de Nuevo
Leodn se empled el EST para el tratamiento de vaginitis causada por Candida albicans
dandole seguimiento a 20 pacientes a las que se les administraron duchas de EST cada
12 horas por 3 dias consecutivos. Las pacientes tenian entre 22 y 44 anos y todas tenian
vida sexual activa. Después de este tratamiento 15 de las pacientes mejoraron y 4 mas
tuvieron que repetirlo una vez mas. De acuerdo a los estudios de laboratorio después de
un tercer tratamiento el resultado también fue negativo para la tltima paciente. En el
Comprehensive Health Center en Encintas California las candidosis crénicas han sido

tratadas con excelentes resultados (http://nutriteam.com., Krajewska y col 2001), se

emplearon 205 cepas de C. albicans provenientes de aislados clinicos y una cepa ATCC
determinando, por el método de diluciones seriales, que el EST presenta actividad
antifingica sobre estas cepas pero su actividad es menor en dermatofitos y hongos
filamentosos (Krajewska 2001). En otros estudios, empleando un extracto etanélico de
semillas y pulpa de toronja y por medio de ensayos de difusion en agar y dilucién en
caldo se demostré que habia un efecto fungicida sobre seis cepas de Candida albicans

pertenecientes a la Coleccion de Microorganismos del Instituto de Microbiologia de la



Universidad de Zagreb, Croacia. Este efecto se observo a partir de una concentracion de
8.25% p/v (Cvetnic 2004). En un trabajo desarrollado por Ignacio C y Thai D (2005) se
compar6d la efectividad de tres compuestos naturales contra el miconazol en la
inhibicion del crecimiento de C. albicans y demostraron que el EST fue el compuesto
natural con mayor actividad a una concentracion de 100 a 120 pug/ ml, equivalente a la

del miconazol (C. Ignacio 2005).

Existe un estudio enfocado a esclarecer el mecanismo de accion del extracto de toronja
y éste se llevo a cabo en bacterias, encontrando que altera la membrana bacteriana al
inhibir la actividad enzimadtica, rompiéndola y liberando el contenido citoplasmatico.
Esto se concluyo al trabajar con 10 tipos de bacterias gram-positivas y gram-negativas y
ponerlas en contacto con el EST a una dilucion de 1:512 por 15 minutos. El efecto fué
demostrado por medio de microscopia electronica. Estos datos son compatibles con los
obtenidos en el estudio de Reagor et.al., 2002. Sin embargo, hasta la fecha no existe

ningun reporte del mecanismo de accion en hongos.



7. JUSTIFICACION

En las dltimas décadas ha habido un auge considerable de la medicina naturopatica,
donde se recurre a compuestos de origen natural para mantener la salud. Estos
compuestos presentan enormes ventajas sobre algunos compuestos sintéticos como el
hecho de que son de bajo costo, presentan un amplio espectro, son de facil
administracion y no toxicos a la dosis terapéutica, ademas de que los microorganismos
no presentan resistencia a ellos. EI EST se encuentra disponible comercialmente como
suplemento alimenticio, desinfectante, sanitizante, conservador de alimentos y
cosméticos y se comercializa como tratamiento para infecciones causadas por diversos

microorganismos incluidas las levaduras.

En la actualidad, el analisis de la expresion genética es de vital importancia en el
estudio del mecanismo de accion de diversos antifungicos apoyando en gran medida a la
industria farmaceutica. ElI empleo de técnicas de biologia molecular como RT-PCR,
DDRT-PCR y microarreglos han permitido estudiar mejor los mecanismos de accion de
antifangicos de uso comdn como los azoles, amfotericina B, equinocandinas y
fluocitocina, permitiendo ademas entender los mecanismos de resistencia hacia los
mismos y proponer otros sitios blanco para el disefio de nuevos antifangicos (Lepak

2006, Sanglard 2003, de Backer 2001, Ribeiro 2007, Rogers 2002, Liu TT 2005).

Debido a que en los ultimos afios se ha incrementado el uso del EST para el tratamiento
de infecciones causadas por hongos y a que no existe ningun trabajo previo respecto al
mecanismo de accion en Candida albicans, nuestro interés es profundizar en €l a nivel
molecular. Para lo anterior es necesario determinar la CMI tanto de una cepa de
referencia como de cepas aisladas de muestras clinicas, evaluando asi su actividad

bioldgica y seleccionando cepas que inhiban su crecimiento a concentraciones mayores



0 por debajo de la CMI de la cepa de referencia; por otro lado, es necesario determinar
las condiciones de crecimiento adecuadas para poder apreciar los diferentes dafios
provocados por el EST, los cuales finalmente nos permitiran seleccionar algunos genes

implicados en estos dafios para su posterior evaluacion.



8. HIPOTESIS

El EST es un producto de origen natural con propiedades antifungicas que inhibe el
crecimiento de C. albicans y provoca dafio estructural presumiblemente a nivel de

membrana.



9. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un extracto comercial de semillas de toronja sobre el crecimiento y

el dafo estructural a Candida albicans.

10. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinacion de la CMI del extracto de toronja sobre una cepa de referencia
C. albicans 10231 y sobre diferentes cepas aisladas de diferentes muestras

clinicas.

Evaluar el efecto del extracto de toronja sobre la curva de crecimiento de la cepa

de referencia de C. albicans.

Evaluar el efecto fungicida del extracto de toronja sobre la cepa de referencia de

C. albicans.

Evaluar el dafio estructural causado por el extracto de toronja sobre la cepa de

referencia de C. albicans con ayuda de las tinciones de Gram, BrEt y DAPI.

Evaluar el efecto del EST sobre la formacion del tubo germinativo sobre la cepa

de referencia C. albicans.



11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental seguida en este trabajo se esquematiza en la fig. 5. Se evalud
el efecto del EST sobre el crecimiento de C. albicans empleando una cepa de
referencia y 36 cepas aisladas de muestras clinicas, determinando la CMI para cada una
de ellas. Se evaluo el efecto del EST en la curva de crecimiento de C. albicans y se
realizaron ensayos para determinar si el efecto era fungicida o fungistatico. Con estos
datos se determinaron las condiciones de trabajo para evaluar el efecto del EST sobre la
formacion del tubo germinativo y se realizaron tinciones para poner en evidencia

alteraciones morfologicas y dafio a nivel de membrana y nucleo.



Evaluacion del efecto del
EST sobre el crecimiento
de C. albicans

Determinacion de la CMI

Determinacién de la CMI
en aislados clinicos de C.

Determinacion del efecto del tubo germinativo en la Evaluacién del dafio
ungicida y fungistatico. epa de referencia de C. estructural.
albicans

incion de Gram para
estudio de morfologia.

incion de EtBr para
= studiar dafios a nivel de

Fig. 5. Estrategia experimental para realizar le estudio del efecto de EST sobre C. albicans.



12. MATERIALES Y METODOS

12.1. Extracto de Semillas de Toronja.

Extracto comercial de semillas de toronja (NutriBiotic), obtenido a partir de extracto de
semillas y pulpa de toronja, se presenta en solucion al 33% (v/v). Elaborado en E.U.A.
por Bio/Chem Research®. Importado, procesado y envasado por Distribuidora de

Productos y Materias Primas Alimenticias Hidalgo, S.A. de C.V.

Tabla 2. Anélisis quimico del EST® (Citricidal®). Determinado por Bio-Chem Research Lakeport, California

Descripcion del ensayo Resultados protocolo
del ensayo

polifenoles

compuestos

Compuestos cuaternarios derivados 59.3% HPLC

de bioflavonoides del EST 017

Acido ascorbico 21.7% AOAC

glicerol 39.6%

Metales pesados 11.0 mg/kg Grafito

Absorcion atémica
Pesticidas y PCBs BDL Cromatografia de gases

bacterias negativo cultivo
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Fig. 6. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de polifenoles en EST. HPLC usando una columna
anth01. Los compuestos identificados fueron: ndmero de retencion de 1 a 15.350 es Eriocitrina, 96.96 ppm; 2 a
23.950 es Narirutina, 511.70 ppm; 3 a 27.250 es Naringina, 8830.27 ppm; 4 a 32.216 es Hesperidina, 286.14 ppm; 5 a
0.000 es Neohesperidina, 0.000 ppm (De Bio/Chem Research, Data file pp 28706 chr, Lakeport, CA).
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Fig. 7. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de flavonoides. HPLC en Extracto de Semillas de
Toronja (EST) usando columna Flan 06. Los compuestos identificados fueron: nimero de retencion 1 a 0.000 es
Eriocitrina, 0.00 ppm; 2 a 17.000 es Naritrutina 960.27 ppm; 3 a 19.250 es Naringina, 15016.58 ppm; 4 a 21.266 es
Hesperidina, 614.48 ppm; 5 a 0.000 es Neohesperidina, 0.00 ppm (de Bio/Chem Research, Data file Flav28706a,
Lakeport, CA).



12.2. Cepas empleadas

Cepa de referencia Candida albicans ATCC 10231 y 36 cepas de C. albicans aisladas
de muestras clinicas e identificadas por métodos tradicionales (filamentacion en suero,
produccion de clamidioconidios en agar harina de maiz, crecimiento en CHROMagar
Candida, asimilacion de carbohidratos con el sistema API-20-AUX) en el Centro
Medico Nacional y en el laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de Medicina

UNAM.

12.3. Medios de cultivo empleados

Medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS, DIBICO) 65g/1 litro, Caldo Dextrosa

Sabouraud (CDS) y medio de cultivo YPD (peptona 2%, extracto de levadura 1%,

dextrosa 2%, agar 1.5%).

12.4. Colorantes

Bromuro de Etidio (BrEt, SIGMA) y medio de montaje con DAPI (UltraCruz™).

12.5. Determinacion de la CMI para la cepa de referencia y aislados clinicos

Para determinar la CMI, el ADS a una temperatura de 40°C fué adicionado con

concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 mg/mL (las concentraciones fueron ajustadas

por dilucién con agua), de EST y vaciado en placas de Petri estériles, se emplearon

controles de ADS sin extracto. Las placas fueron inoculadas de forma masiva



empleando hisopos estériles embebidos en una suspension de Candida albicans que
contenia 1 x 10° UFC/mL (9) en solucién salina estéril (0.5 Mac Farland). Todas las
placas fueron incubadas a 35°C durante 48 horas y se extendio su observacion hasta 5
dias. La CMI fué la concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento visible

(Sawaya 2002).

12.6. Determinacién de las curvas de crecimiento

Se parti6 de un cultivo de 12 hrs y se inocularon matraces con 5 mL de CDS (volumen
final) para obtener una suspension conteniendo 1 x 10° UFC/mL (0.5 de Mac Farland)
de la cepa de referencia de C. albicans. Se adicion6 extracto de toronja para obtener
diferentes concentraciones correspondientes a la CMI determinada. Se incubaron en
agitacion (200 rpm) a 35°C durante 26 hrs, tomando alicuotas cada hora para medir la
densidad Optica a 600 nm. Estas alicuotas se sembraron en medio ADS para determinar
si el efecto era fungicida o fungistatico determinado por ausencia o presencia de

crecimiento (Coote 1998, con algunas modificaciones).

12.7. Formacién de tubo germinativo

Se evalué mediante la prueba de formacion de tubo germinativo en suero humano para
ello se partio de un cultivo de la cepa de referencia de C. albicans de 12 hrs de
crecimiento (ON) del cual se tomaron 100 pL para la inoculacién de tubos con medio
liquido YPD a fin de alcanzar un volumen de 2 mL, estos fueron adicionados con EST
(0,05 mg/mL de EST) y se dejaron incubar durante 15, 30, 45 y 60 minutos. Se tomé

una alicuota de 100uL y se puso en contacto con el suero. Después de tres horas de



incubacién a 37°C se observo al microscopio para determinar la ausencia o presencia de

la hifa (L6pez 2004).

El analisis cuantitativo de la inhibicion del tubo germinativo se realiz6 con un conteo
por triplicado (experimentos independientes) de 100 células para determinar la
inhibicion del crecimiento del tubo germinativo y el colapso celular. El andlisis

estadistico se realiz6 con la prueba “t” de Student y una p< 0.05.

12.8. Tincion de Gram

Las laminillas fueron preparadas a partir de un cultivo de la cepa de referencia de C.
albicans de 12 hrs de crecimiento que fue expuesto a concentraciones de 0.05, 0.1,
0.15,0.2,y 0.3 mg/mL de EST por un maximo de 5 horas, se realizé el frotis, después
se adiciond cristal violeta (1 min.), se lavé con agua, se agreg6 la solucién de lugol (30
seg.), se enjuagd con una solucion acido-alcohol (ver anexo) y finalmente se adiciono el

colorante de contraste safranina (1 min.).

El analisis cuantitativo de los dafios observados se realizd con un conteo por triplicado
(experimentos independientes) de 100 células sometidas a las diferentes
concentraciones de EST, para determinar las alteraciones provocadas: colapso celular,
cambio de morfologia y fragmentacion. El analisis estadistico se realiz6 con la prueba

“t” de Student y una p< 0.05.



12.9. Tincion con BrEt

Para la tincion de laminillas se colocaron 30 pL del cultivo de C. albicans (previamente
tratado con EST a las concentraciones correspondientes) sobre un portaobjetos, se fijo
por 5 minutos a 37°C, después se adiciond la solucién de BrEt (50 pL de una solucién
de 1 mg/mL en agua /100 mL de agua) y se dejé actuar 30 segundos, los excesos fueron
removidos con agua. La laminilla se observé a 100x con luz UV en el microscopio de

fluorescencia. (Kesayan 2005).

El andlisis cuantitativo del incremento en la intensidad de la fluorescencia se realizo
con un conteo por triplicado (experimentos independientes) de 100 células sometidas a
0.05y 0.1 mg/mL de EST. El analisis estadistico se realiz6 con la prueba “t” de Student

y una p< 0.05.

12.10. Tincion con DAPI

Las laminillas se fijaron por 5 minutos a 37°C posteriormente se adiciond una pequefia
gota de la solucion de DAPI y se colocd en la superficie un cubreobjetos previamente
desengrasado, las laminillas fueron observadas con el microscopio de fluorescencia y
con el objetivo de inmersién a 100X. Se emplearon controles negativos sin EST y
positivos con H,O, (10 mM) vy acido acético (175mM) por 120 y 180 minutos, para

todas las tinciones. De acuerdo a las indicaciones del proveedor.

El analisis cuantitativo del incremento en el tamafio del ndcleo se realizé con un conteo

por triplicado (experimentos independientes) de 100 células sometidas a 0.05 y 0.1



mg/mL de EST. El anélisis estadistico se realiz6 con la prueba “t” de Student y una p<

0.05.



13. RESULTADOS

13.1. Determinacion de la CMI para la cepa de referencia y aislados clinicos

De 36 muestras clinicas analizadas mas la cepa de referencia C. albicans, solo 2 cepas
no fueron inhibidas en su crecimiento por el EST (ambas provenientes de
onicomicosis) atn a una concentracion de 0.6 mg/mL, esto representa el 5.40 % del
total estudiado (Fig. 8), la cepa de referencia y el resto de las muestras (34 cepas)

presentaron una CMI de 0.2 mg/mL de EST. (Fig. 9).

@ % de celulas no
inhibidas

Fig. 8. Porcentaje de cepas de C. albicans cuyo crecimiento fue inhibido por el EST. Se muestra el porcentaje de
cepas de C. albicans tanto procedentes de aislados clinicos como la cepa de referencia ATCC 10231 inhibidas por el
EST.



Fig. 9. Determinacion de la CMI del EST frente a C. albicans. Se emplearon placas de ADS con diferentes
concentraciones de EST, excepto el control, y se inocularon de forma masiva. Se muestran los resultados para la cepa
de referencia ATCC 10231. La CMI corresponde a 0.2 mg/ml. A. control, B, C, D y E, tratamiento con EST a dosis
de 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3 mg/mL, respectivamente.

13.2. Determinacion de las curvas de crecimiento.

Con la finalidad de determinar las concentraciones fungicida y fungistatica del EST
frente a la cepa de referencia C. albicans se construyeron curvas de crecimiento las
cuales se realizaron por triplicado. Como se puede observar en el Fig. 12, no existe un
incremento en la absorbancia de los cultivos de levaduras sometidos a la accion del
EST a ninguna de las concentraciones experimentales (0.1, 0.2 y 0.3 mg/mL), es decir,
hay inhibicién del crecimiento en todas ellas, a diferencia del control que no fue

sometido a la accion del EST y que mantiene su crecimiento exponencial.
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Fig. 10. Crecimiento de C. albicans con diferentes concentraciones de EST. Se observan las de crecimiento de la
cepa de referencia de C. albicans con diferentes concentraciones de EST. El control sin EST presenta un crecimiento
exponencial, el resto de las curvas no muestra un incremento en la absorbancia. Los resultados son el promedio de

tres experimentos independientes.

En placas de ADS inoculadas con las levaduras después de ser sometidas a la accion del
extracto por diferentes tiempos (muestras tomadas a cada hora) se determind que la
concentracion 0.05 mg/mL de EST es fungistatica durante las primeras 7 horas, como se
puede observar por el crecimiento en la placa C de la figura 11. La concentracioén de
0.1 mg/ml fue fungicida hasta la cuarta hora, y las concentraciones de 0.2 y 0.3 mg/mL
fueron fungicidas de forma inmediata (ausencia de crecimiento en las placas E y F en

todas las horas a partir de la 1, solo hay crecimiento en la hora 0) (Fig. 11).

La Concentracion Minima Fungicida para la cepa de referencia fue de 0.2 mg/mL de

EST, igual ala CML.



Fig. 11. Efecto fungicida y fungistatico causado por el EST en C. albicans. Se empled la cepa de referencia de C.
albicans. A. Esquema que muestra el orden de inoculacion de las placas con el correspondiente tiempo en horas. B,

control sin EST. C, D, E y F, tratamiento con EST a dosis de 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3 mg/mL, respectivamente.

13.3. Formacion de tubo germinativo.

Se analiz6 la formacion de hifas en la cepa de referencia de Candida albicans sometida
a la accion de EST a una concentracion no fungicida de 0.05 mg/mL estando en
contacto por un maximo de 1 hora y encontrando que desde los 15 minutos de contacto
entre la levadura y el extracto hay una inhibicion de formacion de la hifa cercana al
100%, causando ademds un colapsamiento en la levadura dependiente del tiempo de
contacto con el EST. El 50% de las células presentan colapso celular después de 15 min.
de contacto con el EST. El control sin EST desarrolla la hifa normal a partir de los 30
minutos y no presenta colapsamiento celular. El progreso en la formacion de la hifa asi
como su inhibicion se puede observar en la figura 12. En la Fig. 14 se observan los
resultados de forma cuantitativa. Se inocularon muestras de estas levaduras que ya han
perdido la capacidad de formacion del tubo germinativo para corroborar que conservan

su capacidad de crecimiento (Fig. 13) demostrando que atin permanecen viables.



0 horas 1 hora 3 horas

Fig. 12. Inhibicion de la formacion del tubo germinativo en C. albicans por accion del EST. A, By C.
Formacion del tubo germinativo en el control, a partir de aqui todas las muestras fueron tratadas con 0.05 mg/mL de
EST y las fotografias indican las mismas horas que el control; D, E y F, tratamiento con EST por 15 min; G, He I,
sometidas a la accion del EST por 30 min; J, K y L, tratamiento con EST por 45 min; M, N y O, tratamiento por 1

hora con EST. Las flechas indican colapso celular, cambio de forma e inhibicion en la formacion del tubo

germinativo en todos los casos.



Fig. 13. Crecimiento en ADS (Sabouraud Dextrosa Agar) de C. albicans que no forma tubo germinativo. La
levadura estuvo en contacto con EST a una concentracion de 0.05 mg/mL, la muestra fue inoculada de forma
inmediata. La flecha indica el orden de inoculacion de las muestras con respecto al tiempo a partir (0, 15, 30, 45, 60

minutos).
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Fig. 14. Porcentaje de inhibicién de la formacién del tubo germinativo y colapsamiento celular. Se muestra en la
figura A el porcentaje de células capaces de formar tubo germinativo siendo el control el unico que muestra
desarrollo de hifas. En la figura B se observa que a mayor tiempo de contacto de la levadura con el EST corresponde
una mayor cantidad de células colapsadas. En todos los casos hubo diferencias significativas (*) respecto al control,

determinados por la prueba de “t” de Student con una p<0.05.

13.4. Dafio estructural.

13.4.1. Evaluacioén con tincidén de Gram.

El dafio en la morfologia de la levadura Candida albicans en laminillas tefiidas con
Gram se observd desde la concentracion 0.05 mg/mL y hasta 0.3 mg/mL de EST
aumentando de forma proporcional respecto a la concentracion y al tiempo de
exposicion al extracto. El dafio se manifiesta como colapsamiento, cambios en la
morfologia y fragmentacion de la levadura (Fig. 15). Para este experimento se
emplearon testigos negativos sin EST y positivos con acido acético y peroxido de
hidrogeno. Se encontrd colapsamiento celular en aproximadamente el 50% de las

levaduras tratadas con concentraciones de 0.01 mg/mL o més, 50-86% de las levaduras



sufrieron cambios en la morfologia a partir de 0.01 mg/mL y mas del 50% sufrieron

fragmentacion celular a partir de 0.15 mg/mL incrementandose de forma proporcional

con la concentracion de EST (Figura 16).

1 hr. 3 hrs. 5 hrs.

Fig. 15. Tincién de Gram. Dafios en la morfologia de Candida albicans provocados por el EST. A, By C,
controles con 1, 3 y 5 horas de incubacidén respectivamente (todas las muestras fueron tomadas a estos mismos
tiempos, excepto los controles. positivos). D, E y F, levaduras incubadas con EST a 0.05 mg/mL, G, H e I,

incubacion con EST a 0.1 mg/mL; J, Ky L, incubacion con EST a 0.15 mg/mL; M, Ny O, EST a 0.2 mg/mL; P, Qy



R, incubacion con EST a 0.3 mg/mL; S, Control positivo con acido acético (175 mM) 2 hrs y T, Control positivo con
H,0, (10 mM) 2 hrs. Las flechas en D, G, H, I, L, M, N, Q, R y S, indican fragmentacion, en E, J, Ky S indican

colapso celular y en E, F, G y K indican cambio en la morfologia celular.
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Fig. 16. Porcentajes de dafios morfoldgicos observados con tincion de Gram. En todas la figuras se observa una
marcada tendencia en el incremento de dafo sobre la morfologia de la levadura con respecto a la concentracion y el
tiempo de exposicion al EST. A, colapsamiento celular. B, cambio de morfologia. C, fragmentacion celular. En todos
los casos hubo diferencias significativas (*) respecto al control, determinados por la prueba de “t” de Student con una

p<0.05.

13.4.2. Evaluacion con tincion BrEt.

El BrEt tifie con mayor intensidad a las células con alteraciones en su membrana
celular. Las concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/mL de EST causan un incremento en la
fluorescencia producida por el BrEt en C. albicans con respecto al control cuando la
levadura es puesta en contacto con el extracto por 1, 3 y 5 horas, encontrando que al
menos el 50% de las células aumentan su fluorescencia con 0.05 mg/mL de EST desde
la primera hora (Fig. 18). En este experimento se usaron controles positivos (H,O, y

acido acético) los cudles también presentaron un incremento en la fluorescencia. Los



controles negativos (sin EST) no incrementan su fluorescencia al transcurrir las horas

(Fig. 17).

Fig.17. Tincién con BrEt. Alteraciones en la membrana celular de C. albicans provocados por el EST. A, By
C, Controles a las horas 1, 3 y 5 respectivamente (las demas muestras fueron tomadas a estas mismas horas excepto
los controles positivos), D, E y F, incubacion con EST a 0.05 mg/mL; G, H e I, incubacion con 0.1 mg/mL de EST;
J, Control positivo con 4cido acético, 2 hrs (175 mM) y K, Control positivo con H,O, ,2 hrs (10 mM).
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Fig. 18. Porcentaje de levaduras con incremento en la fluorescencia observado con BrEt. El incremento de
fluorescencia depende de la concentracion de EST y el tiempo de exposicion. En todos los casos hubo diferencias

significativas (*) respecto al control, determinados por la prueba de “t” de Student con una p<0.05.

13.4.3. Evaluacién con tincion de DAPI.

El dafio a nivel de ntcleo que produce el EST sobre la levadura C. albicans se evalud
con la tincién de DAPI a concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/mL del extracto yal,3y5
horas de contacto. Se observd un incremento en el tamafio del nucleo del 70% de las
levaduras a partir de 0.05 mg/ml de EST observandose ademés parte del citoplasma
tefiido (Fig. 20). En el experimento ademas se tifieron controles negativos sin EST en
los que se observo una fluorescencia menor a la de las levaduras tratadas con EST. En
los controles positivos tratados con peroxido de hidrogeno y &cido acético, expuestos

por 180 minutos, se observd un resultado similar al obtenido en las levaduras tratadas



con EST a concentraciones de 0.1 mg/mL. Cuando se mantuvieron en contacto con
perdxido de hidrogeno, por 120 minutos, se observo el mismo resultado, no asi con las
levaduras expuestas al acido acético, a un tiempo similar, en las que se observd una

ligera disminucion en su fluorescencia (Fig. 19).
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Fig. 19. Tincioén con DAPI. Alteraciones a nivel nuclear de C. albicans provocados por el EST. A, By C, control
a las horas 1, 3 y 5 respectivamente (las demas muestras fueron tomadas a estas mismas horas excepto los controles
positivos), D, E y F, tratamiento con EST a 0.05 mg/mL, G, H e I, tratamiento con 0.1 mg/mL de EST, J, Ctrl
positivo con acido acético, 2 hrs (175 mM) y K, Ctrl positivo con H,O, ,2 hrs (10 mM).
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Fig. 20. Porcentaje de levaduras con incremento en el tamafio del nucleo observado con DAPI. Con esta tincion
se pone de manifiesto un incremento aparente en el tamafio del nucleo de las levaduras tratadas con EST. Se observa
también tincion a nivel de citoplasma. El nimero de levaduras afectadas se incrementa en forma proporcional a la
concentracion. En todos los casos hubo diferencias significativas (*) respecto al control, determinados por la prueba

de “t” de Student con una p<0.05.



14. DISCUSION.

En los ultimos afios ha habido un incremento en el uso de productos de origen natural
como parte de la medicina naturopatica debido a que estos compuestos presentan
caracteristicas como baja toxicidad, amplio espectro de accion, no se ven afectados por
el almacenamiento y la temperatura, no presentan efectos secundarios a la dosis
terapéutica, no generan resistencia (Reagor 2002), ademas que debido a su origen es
factible abatir costos al no requerir una manufactura cara y compleja. Es por esto que
resulta de vital importancia conocer mas acerca del mecanismo de accidn, actividad

biologica, composicion y otras caracteristicas de estos compuestos.

En paises como Brasil, Inglaterra, Japon, E.U.A, Francia, etc. se han realizado diversos
estudios con respecto al EST encontrando que presenta actividad bioldgica frente a
parasitos (helmintos), hongos, virus y bacterias (Heggers JP. 2002, Cvetnic Z, Vladimir-
Knezevic S. 2004, von Woedtke T. 1999, Reagor L. 2002, Lopez V.2002, Eleraky N.Z.
2002, Oyelami OA 2005). Se ha argumentado en contra de la eficacia del EST, el hecho
de que algunos productos comerciales son adicionados con conservadores tales como:
triclosan, cloruro de banzalconio, cloruro de benzetonio (C,7;H4,CINO»), cetilpiridinio,
etc., indicando que son estos componentes los que producen el efecto biologico
(Stutervant 1997). Sin embargo, a favor se argumenta que tanto el pH como la presencia
de flavonoides en el extracto (Cvetnic 2004) son los responsables de la actividad
biologica, independientemente de que hayan o no sido adicionados conservadores. La
composicion del EST ha sido previamente reportada y determinada por métodos
espectrofotométricos, cromatografia, TLC, encontrando que existen pequefias

diferencias en el contenido de polifenoles, especialmente de flavonoides que dependen



de las marcas (Cvetnic 2004). Se argumenta, ademas, que el cloruro de benzetonio se
forma durante el proceso normal de extraccion cloroformica del EST (Takeoka 2001).
De acuerdo a los datos proporcionados por el proveedor y a los resultados del analisis
quimico efectuado por HPLC, el producto usado en este trabajo no refiere haber sido
adicionado con ninguin tipo de conservador (Reagor, 2002; http://nutriteam.com).
Actualmente el EST es comercializado para su venta al publico en general como
NutriBiotic, GSE, Citribiotic, etc., sin embargo con mayor frecuencia es utilizado en
restaurantes y en la industria alimenticia como desinfectante, conservador, germicida y

antifingico bajo el nombre de Citricida, también se usa como suplemento alimenticio.

Por medio de estudios de microscopia electronica realizados en bacterias se ha descrito
que su mecanismo de accidn estd dado por alteraciones de la membrana, que provocan
rompimiento de la misma y liberacion del contenido citoplasmatico (Heggers J.P.y
Cottingham J.B.S. 2002)., sin embargo, no existe ninglin trabajo previo respecto lo que
sucede en Candida albicans, los estudios realizados en esta levadura se limitan a la
evaluacion de la actividad bioldgica (Krajewska-Kutak E. 2001, Cvetnic Z, Vladimir-

Knezevic S. 2004, Ignacio Cy Thai D 2005).

Para abordar este tema y profundizar en ¢l a nivel molecular primero fué necesario
determinar la CMI tanto de una cepa de referencia como de cepas aisladas de muestras
clinicas, evaluando asi su actividad biologica y seleccionando cepas que presenten
inhibicion de su crecimiento a concentraciones mayores o por debajo de la CMI de la

cepa de referencia..



Para llevar a cabo esta determinaciéon en la literatura se han descrito muchas
metodologias cada una con ventajas y desventajas. Las metodologias que se emplean
con mayor €xito en la evaluacion de la actividad biolodgica de extractos de origen natural
se dividen basicamente en: a) Métodos de difusion en agar, son empleados debido a su
bajo costo y a que son metodologias muy simples, sin embargo, la composicion del
medio influye en la actividad de muchos extractos dependiendo de su composicion. En
la actualidad el documento de la CLSI M44-A (Clinical and Laboratory Standards
Institute, antes NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards)
recomienda el uso de medio RPMI 1640 con agar mas glucosa o bien agar Mueller-
Hinton. Esta prueba se limita a sustancias altamente solubles en agua; b) Métodos de
bio-autografia, a pesar de su alta sensibilidad sélo se puede aplicar a microorganismos
capaces de crecer en placas de cromatografia de capa fina. Otro problema es la
necesidad de remover compuestos volatiles. Se desarrollé una variante para evaluar
extractos de plantas en Candida, que permite distinguir la actividad de los diferentes
compuestos que se encuentran en cantidades muy pequefias en una mezcla compleja.
Estas metodologias evitan la necesidad de una purificacion previa de los compuestos lo
que disminuye costos, sin embargo, solo proporcionan resultados cualitativos que no
permiten determinar la CMI; c) El uso de métodos estandarizados para susceptibilidad
de antifungicos ha permitido incrementar la reproducibilidad entre laboratorios. Los
métodos propuestos son muy laboriosos, requieren de mucho tiempo y no son faciles de
usar para muchos de los laboratorios clinicos. Se han desarrollado alternativas que
incluyen métodos colorimétricos o fluorescentes. Los métodos comerciales, asi como
los basados en citometria de flujo han demostrado ser herramientas excelentes para los
estudios de susceptibilidad. Estas técnicas ain requieren de personal altamente

calificado para obtener resultados optimos; d) Métodos de dilucion. Pueden llevarse a



cabo en medios liquidos o en medios solidos y el crecimiento del microorganismo
puede evaluarse de diversas formas. En el método de dilucion en agar la CMI es
definida como la concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento del hongo. En
medio liquido se emplean la turbidez y los indicadores redox como medida de
crecimiento. La turbidez puede ser evaluada visualmente o por medio de un
espectrofotometro. Este ultimo método permite también evaluar si un compuesto tiene
actividad fungicida o fungistatica. Los métodos basados en diluciones seriales son los
que proporcionan los resultados de CMI con mayor reproducibilidad. Para evaluacion
de levaduras se recomienda el método M27A2 6 EUCAST y para hongos
levaduriformes se recomienda el M38 A de la CLSI. Estas técnicas se han recomendado
para compuestos lipofilicos obtenidos de productos naturales (Scorzoni L. 2007, Shams-

Ghahfarokhi M. 2006).

La CLSI tiene documentos oficiales para las pruebas de sensibilidad a antifingicos
tanto para hongos filamentosos como levaduriformes, estas metodologias no siempre
dan buenos resultados cuando se trata de evaluar compuestos de origen natural debido a
la naturaleza quimica de los diferentes componentes del extracto. Existen diversos
trabajos donde comparan el método de diluciébn en agar con el de microdilucion
evaluando la actividad de antimicéticos como los azoles y demostrando que hay una
buena correlacion entre ambos métodos. (Schmalreck AF. 1996, Therese KL. 2006). El
método de dilucioén en agar tiene ventajas en cuanto a simplicidad y a que no se ve
afectado por aquellos extractos que por su composicion quimica provocan turbidez en el
medio, lo que afecta las lecturas del método de microdilucién (Sawaya AC, et. al.
2002). y ha sido empleado con éxito para la evaluacion de diversos extractos de origen

natural. En nuestro caso, ademés de lo antes mencionado, la metodologia de dilucion



en agar proporciono la ventaja de que las condiciones de crecimiento son mas cercanas
a las que se emplean para las técnicas de extraccion de RNA de Candida albicans, que

se emplearan como un siguiente paso en nuestro estudio.

Con la finalidad de evaluar la actividad biolégica que el EST presenta frente a C.
albicans se enfrentaron a 36 cepas provenientes de aislados clinicos y una cepa de
referencia (ATCC 10231). Nuestros resultados muestran una inhibicion del crecimiento
de un 94.60% a una CMI de 0.2 mg/mL, lo cual correlaciona con los resultados
obtenidos por otros investigadores en los que se ha probado que el EST inhibe el
crecimiento de Candida a concentraciones entre 0.1 y 0.4 mg/ml, con variaciones
dependiendo del extracto empleado (Krajewska-Kutak E. 2001, Cvetnic Z, Vladimir-
Knezevic S. 2004, Ignacio C y Thai D 2005). En este trabajo se observo que solo el
5.40% de las muestras expuestas al EST no fueron inhibidas, ain a la maxima
concentracion empleada que fué 0.6 mg/ml, y corresponde a 2 cepas obtenidas de
micosis de ufias. No se emplearon concentraciones mayores debido a que se ha
reportado que a partir de 0.6 mg/ml hay un efecto citotoxico evaluado en fibroblastos de

piel humana (Heggers JP. 2002).

Se demostré que el EST inhibe el crecimiento de C. albicans en una concentracion de
0.05 mg/ml, menor que la CMI (0.2 mg/mL), presentando un efecto fungistatico. A
concentraciones iguales o mayores a la CMI el efecto que se presenta es fungicida.

Hasta el momento no hay referencias de investigaciones previas con respecto a esto.



Con estos resultados se obtuvieron las condiciones de crecimiento adecuadas para poder
apreciar diferentes dafios provocados por el EST, los cuales finalmente nos permitiran

seleccionar algunos genes implicados en los mismos para su posterior evaluacion.

Una caracteristica importante de C. albicans es su capacidad de formar tubo
germinativo en presencia de suero (Ponton 2002, G. Black 2002, Arenas 2003) In vivo,
esta capacidad de filamentacion esté relacionada con su virulencia al permitir el proceso
de penetracion de las células y tejidos del hospedero y de adherencia a la superficie
celular (Stephen 1999). Debido a que se ha demostrado que las cepas incapaces de
formar hifas son avirulentas en un modelo murino (Iranzo M. 2003) , se ha sugerido la
necesidad de desarrollar compuestos antifungicos que puedan prevenir la formacion de
hifas y de destruir ambas formas de la levadura (Barodka VM 2006). Han sido pocos los
estudios realizados para determinar si los antifingicos actuales inhiben la capacidad de
formacion de tubo germinativo sin embargo, y debido a su importancia, se ha
mencionado que es un estudio que deberia incluirse para el analisis de cada antifingico
debido a que hay diferencias importantes entre ellos (Hawser S, Islam K. 1999), incluso
se ha reportado que los compuestos fungicidas en concentraciones cercanas a la CMI
(anfotericina B y equinocandinas) inhiben la transformacion morfogenética a
concentraciones inferiores a la CMI, a diferencia de aquellos que muestran un efecto
fungicida en concentraciones superiores a la CMI y que inhiben esta transformacion
s6lo a concentraciones muy superiores a la CMI (azoles y fluocitosina). Esta es
informacion adicional debe ser considerada en la accion del agente antifingico sobre las
formas levaduriformes y de hifas de C. albicans y puede ser relacionada con su efecto
fungicida, lo que es de gran utilidad para la evaluacion de nuevos compuestos

antifingicos (Hawser S, Islam K. 1999, Kesavan 2005).



En este estudio se demostrd que el EST inhibe la formacion del tubo germinativo en C.
albicans incluso a concentraciones muy por debajo de la CMI (0.05 mg/mL de
extracto), y esta de acuerdo a lo descrito por Hawser (1999) al haber una relacion entre
la baja concentracion a la cual se inhibe la formacion de la hifa y el hecho de que
presenta una actividad fungicida en concentraciones muy cercanas a la CMI, dato que
tiene implicaciones terapéuticas y que podria relacionar su forma de acciéon con la

anfotericina B y las equinocandinas.

Debido a que se ha demostrado que el EST dana la membrana celular bacteriana
liberando el contenido citoplasmatico, decidimos buscar alteraciones en C. albicans a
este nivel por medio de tinciones. Para ello, en primer lugar evaluamos el efecto del
EST sobre la morfologia celular; las levaduras fueron observadas al microscopio
después de tefiirlas con Gram observandose células fragmentadas, amorfas o con
colapsamiento celular, este dafio fue dosis dependiente. Estos resultados estan de
acuerdo con lo observado en las curvas de crecimiento y en las pruebas de dilucién en
agar demostrando que ademads de la inhibicion del crecimiento, ain a dosis fungistaticas
(0.05 y 0.1 mg/mL), hay alteraciones morfologicas. Este tipo de correlaciones entre
alteraciones morfoldgicas e inhibicion del crecimiento ya han sido descritas
previamente (Kesavan C. 2005, Barodka VM 2006). Se sabe que los acidos débiles
como el acido acético pueden producir alteraciones a nivel de membrana citoplasmatica
y a nivel de DNA conduciendo a las levaduras a apoptosis dependiendo de la dosis
empleada y el tiempo de exposicion (Ribeiro GF. 2006, Phillips AJ. 2003, Macpherson
N. 2005, Stadler N. 2001 ), es por esta razoén que se seleccionaron como controles

positivos para nuestras tinciones.



Una forma sencilla y econémica de evaluar si hay alteraciones a nivel de membrana
celular es por medio de la tincion con BrEt. El bromuro de etidio es una molécula plana
que se intercala entre los pares de bases del ADN y establece una interaccion
electrostatica con los acidos nucleicos emitiendo fluorescencia al hacer incidir luz
ultravioleta (Marco Biggiogera 1989) con ayuda de un microscopio de fluorescencia se
puede observar que el BrEt tifie las levaduras en crecimiento a nivel de nucleo y
citoplasma observandose el nucleo mas brillante que el citoplasma, el cual es tefiido de
forma difusa y permite observar las vacuolas como zonas no tefiidas, en algunos casos
se observa un patron granulado, lo que podria ser indicativo de una interaccion con las
mitocondrias al igual que sucede en las tinciones con DAPI (Corliss D. 1981). La
tincion de las levaduras con el BrEt ha sido usada como un indice de dafo en la
membrana trayendo como consecuencia cambios en la permeabilidad en la misma, lo
cual se puede apreciar por los niveles de incorporacién del compuesto fluorescente: en
las levaduras que presentan una membrana plasmatica intacta el compuesto es excluido
de la célula y la tincion es muy débil, en aquellas levaduras donde hay alteraciones en
la integridad de la membrana la incorporaciéon es mayor observandose células
fluorescentes (Kesavan C. Raghunathan M. 2005, Coote PJ. 1998, Benito A. 1999,
C h e n H . 2 0 0 7 ) .Esposible contar el nuimero de
células con elevados niveles de fluorescencia en las imagenes obtenidas para finalmente
calcular el porcentaje de células fluorescentes en una poblacion. (Coote PJ. 1998). Al
evaluar el efecto del EST sobre C. albicans observamos que las levaduras control
(crecidas en ausencia de extracto) presentaron una intensidad de fluorescencia baja
observandose mas brillante el nicleo tal y como lo describen Corliss y White (1981). En

las levaduras tratadas se observd un aumento en la intensidad de la fluorescencia de



forma proporcional a la concentracion y al tiempo de exposicion, de acuerdo a lo
descrito anteriormente por otros investigadores es debido a la alteracion en la integridad
de la membrana. Este aumento en la intensidad de la fluorescencia se observo desde la
concentracion de 0.05 mg/mL, es decir, menor que la CMI, se encontro que al menos el
50% de las células aumentan su fluorescencia con 0.05 mg/mL de EST desde la primera
hora. Estos resultados indican que el mecanismo de accion del EST sobre C. albicans

podria ser muy parecido al descrito para las bacterias.

Finalmente se sabe que el 4'-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) forma complejos
fluorescentes con la doble cadena de ADN tifiiendo el nucleo. En nuestros experimentos
se observd que a mayor concentracion de EST habia un incremento aparente en el
tamafio del ntcleo siendo maés intensa la fluorescencia en el 70% de las levaduras a
partir de 0.05 mg/ml de EST; ademads se observoé tincion a nivel de citoplasma. Por lo
anterior, se puede pensar en que posiblemente el EST dafia la membrana nuclear
permitiendo incluso la salida del material genético hacia el citoplasma. Para poder
estudiar mas a fondo éste y los dafios estructurales mencionados con anterioridad se

emplearan técnicas de microscopia electronica que seran motivo de otro trabajo.

En este estudio se demostrd que el EST inhibe la formacion del tubo germinativo y de
blastoconidias en C. albicans. En estudios previos se ha demostrado que genes tales
como GIcNAc (N-acetilglucosamina), HXK1 (cinasas) y la expresion de algunas
proteinas (Cdc42/Cdc24) estan relacionados con la formacion de la hifa en C. albicans
(Care 1999), ademds que la inhibicion en la formacion del tubo germinativo se debe a
que existe una desregulacion del ciclo biologico de la levadura que presumiblemente

queda arrestada en la fase G1 (G. Black 2002), por lo cual tampoco hay formacion de



blastoconidias. Otros de los genes que se sabe que tienen gran importancia, tanto en la
formacion de las hifas como en la formacion de blastoconidias, son los genes
relacionados con la cascada de sefializacion de las MAP cinasas, por lo que todos ellos

son buenos candidatos para analizar sus niveles de expresion en levaduras tratadas con

EST.

Se demostrd también que hay un dafio a nivel de la membrana celular por lo que los
genes implicados en el mantenimiento de la misma (GSH1, ERG26, ERG16, ERG11,
ERG 13, que se sabe que son afectados en diferente medida por los antifungicos
actuales) también resultan buenos candidatos para continuar con el estudio (Liu T.T,

2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo son la base para profundizar en el mecanismo

de accion molecular del EST sobre la levadura Candida albicans.



15. CONCLUSIONES

e EIEST es capaz de inhibir el crecimiento del 94.60% de cepas de C. albicans
provenientes de diversas partes del cuerpo humano asi como de la cepa de
referencia C. albicans.

e  EI EST presenta una CMI de 0.2 mg/mL de extracto comercial empleado frente
a cepas de C. albicans de diferentes origenes, incluyendo la cepa de referencia.

e EI EST tiene actividad fungistatica a concentraciones menores a 0.2 mg/ml de
extracto, a esta concentracién o por encima de ella presenta un efecto fungicida
de forma inmediata.

e A una concentracion de 0.05 mg/mL de EST existe inhibicion de la formacion
del tubo germinativo.

e El EST causa dafios en la estructura de C. albicans como: disminucion de
tamarnio, alteraciones morfologicas, fragmentacion celular y dafio en membrana

en concentraciones de 0.05 mg/mL - 0.3 mg/mL.



16. ANEXO
TINCION DE GRAM

CRISTAL VIOLETA AL 2%

Cristal violeta 2.04g.

Etanol de 95° 20.0 ml Preparacion: Disolver el
Oxalato de Amonio 0.84¢. cristal violeta en etanol y
Agua destilada 80.0 ml el oxalato en agua.

Mezclar las dos

soluciones.
SOLUCION DE LUGOL.
Yoduro de potasio 2.04g.
Yodo metélico 1.0g. Preparacion: Disolver el
Agua destilada 100.0 ml yoduro en 20 ml. de agua,
disolver el yodo, agregar
el resto de agua.
SAFRANINA.
Safranina 0.5g.
Agua destilada 100.0 ml

ALCOHOL-ACIDO

Acido clorhidrico concentrado 30 ml



Etanol de 95°

NaCl

Agua destilada

Extracto de levadura

Peptona
Dextrosa
Agar

Agua destilada

SDA

Agua destilada

970 ml

SOLUCION SALINA FISIOLOGICA SSF

8.5¢.

1000 ml

YPD (DIBICO)
1g.
24.
20.
1.5¢.

100 ml

SDA (DIBICO)
65 g.

1000 ml
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