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Nota de Investigacion

Actividad antifangica iz vitro del extracto
crudo acuoso de Rosmarinus officinalis
contra Candida albicans

In vitro antifungal activity of the aqueous crude extract of
Rosmarinus officinalis against Candida albicans

Orlando Pérez-Delgado '*
Universidad Setior de Sipdn, Peru

Elmer César Vallejos-Campos * cavallejosel@crece.uss.edu.pe
Universidad Setior de Sipdn, Peru

Resumen: La candidiasis bucal puede desarrollarse en los nifios y adultos, aunque en la
cavidad bucal Candida albicans puede formar parte de la flora comensal, pero cuando
el hospedero no tiene una buena higiene bucal o se estd inmunodeprimido puede dar
lugar a una candidiasis. El objetivo esta investigacion fue evaluar la actividad antiftingica
in vitro del extracto crudo acuoso de Rosmarinus officinalis contra C. albicans. El
estudio fue experimental, se emplearon 60 unidades experimentales, constituidas por 6
concentraciones diferentes del extracto acuoso de R. officinalis y dos cepas de la especie
de C. albicansy S repeticiones, el método de dilucién doble seriada se determinaron las
diferentes concentraciones, parala actividad antifiingica se empled el método de difusion
en pozo en agar Mueller-Hinton. Se obtuvieron 2 g de residuo seco de R. officinalis,
se obtuvieron concentraciones 40, 20, 10, 5, 2.5 y 1.25 mg/mL, respectivamente. Al
enfrentar a C. albicans al extracto crudo acuoso, se obtuvo halos promedios de 21.12
mm 16.08 mm, 9.22 mm, 7.12 mm para las concentraciones de 40, 20, 10, 5 mg/mL, sin
embargo, para la otra cepa se obtuvo halos promedios de y para la otra cepa 10.35, 8.43
y 7.21 mm para las concentraciones de 40, 20, 10 mg/mL respectivamente. Se concluye
que el extracto crudo acuoso de hojas de R. officinalis presenta un efecto antiftingico
contra C. albicans.

Palabras clave: Antiftingico, extracto acuoso, Candida albicans, Rosmarinus officinalis.
Abstract: Oral candidiasis can develop in children and adults, although in the oral
cavity Candida albicans can be part of the commensal flora, but when the host does not
have good oral hygiene or is immunosuppressed can lead to a candidiasis. The objective
of this research was to evaluate the in vitro antifungal activity of the crude aqueous
extract of Rosmarinus officinalis against C. albicans. The study was experimental, 60
experimental units were used, consisting of 6 different concentrations of the aqueous
extract of R. officinalis and two strains of the species of C. albicans and 5 repetitions, the
serial dilution method was determined the different concentrations, for the antifungal
activity was used the well diffusion method on Mueller-Hinton agar. 2 g of dry residue of
R. officinalis were obtained, concentrations were obtained 40, 20, 10, 5,2.5 and 1.25 mg/
mL respectively. When facing C. albicans to the aqueous crude extract, average haloes
were obtained 0f21.12 16.08, 9.22, 7.12 mm for the concentrations of 40, 20, 10, 5 mg/
mL, however, for the other strain, average halos were obtained from and for the other
strain 10.35, 8.43,7.21 mm for the concentrations of 40, 20, 10 mg/mL respectively. It
is concluded that the aqueous crude leaf extract of R. officinalis has an antifungal effect
against C. albicans.
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Introduccién

Candida albicans es considerado un microorganismo comensal oral, su
ocurrencia oral es de un 50-70% en individuos sanos y su efecto sobre
la ecologia oral a pesar de la naturaleza compleja de los biofilms orales,
asi C. albicans puede proliferar en biofilms cultivadas en condiciones
aerobias, sin embargo, en estas condiciones, se ha evidenciado la presencia
de bacterias anaerdbicos facultativos o estrictos como Veillonella,
Prevotella, Leptotrichia y Fusobacterium.® Asimismo, la candidiasis oral
es considerada una infeccién oportunista de la cavidad oral, siendo sub
diagnosticada entre los ancianos, particularmente en aquellos que usan
dentaduras postizas, de ahi que la incidencia de C. a/bicans en aislados de
la cavidad oral ha sido reportado en un 45% en neonatos, 64.5-65% de
nifos sanos, 30-45% de adultos sanos, 50% - 65% de personas que usan
protesis removibles.”

Por otro lado, las infecciones frecuentes de la cavidad oral ocasionadas
por Candida se manifiestan en adultos de edad avanzada, aunque su
incidencia real se desconoce, se sabe que existe una prevalencia elevada,
en ciertas ocasiones como ocurre en ancianos, en presencia de prétesis

mucoso portadas, xerostomia o en patologias asociadas frecuentemente

en los adultos mayores.’

Ademds, la estomatitis de dentadura puede ocurrir en respuesta a la
acumulacién de placa en dentaduras postizas, siendo C. albicans uno
de los principales microorganismos patdgenos que causan este tipo de
inflamacidn, asimismo una candidiasis oral se presenta con dolor en la
mucosa oral, complicado por estomatitis angular.4

En la actualidad las plantas medicinales han sido utilizadas durante
siglos como remedios para diversas enfermedades humanas, por contener
componentes de valor terapéutico, existe un interés creciente en los
fitoquimicos como nuevas fuentes de antioxidantes naturales y agentes
antimicrobianos, que a través de sus extractos se ha evidencia capacidad
de inhibir su crecimiento.’

R. officinalis conocido como romero, es un vegetal de la
familia Lamiaceae utilizado ampliamente en medicina tradicional e
industria cosméticos®, como sus extractos acuosos, hidroalcohélicos,
aceites esenciales, ademds se ha evidenciado la presencia en su
composicién quimica variada como, 4cido romarinico, o-pineno,
acetato de bornilo, alcanfor y carvacrol, responsables de propiedades
antibacterianas, citotdxicas, inclusive la presencia de [-carotenos que
se asocia a capacidades antimutagénicas, antioxidantes, antiflogisticas y
quimioprever1tivas.7’8’9’10

Por tal motivo el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
actividad antifingica iz vitro del extracto crudo acuoso de R. officinalis
contra C. albicans.
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Materiales y métodos

Rosmarinus officinalis. Se colectaron ¢jemplares con ramas, hojas y flores
en cerros aledanos del distrito San Luis de Lucma, provincia de Cutervo,
region de Cajamarca, dos ejemplares fueron transportados al herbario de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo para su identificacién, luego se inicié el proceso de desinfeccién
de las hojas con una torunda de algodén humedecida con etanol al 95
°GL, 1 Kghojas fueron secadas empleando una estufa a temperatura a 50
°C, posteriormente se realizé su molienda hasta obtener 100 g de materia
prima en polvo.

Preparacion del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis. 20 g de materia
prima en polvo, se agregaron 500 mL de agua destilada, se hirvié por 15
min, el producto fue filtrado con papel filtro Whatmann N° 40, se obtuvo
un extracto libre residuos, luego se distribuido en placas petri para su
secado en hornilla a una temperatura de 50 °C hasta sequedad. 2 g de
residuo seco obtenido, fue guardado en refrigeracién a 2 °C en frasco de

vidrio color 4mbar.

Para 1 i 5 fc i Purca'!
ara las concentraciones s€ tomo como rererencia a r'urca con

modificaciones, 2 g del residuo seco se disolvié en 50 mL de agua
destilada estéril, obteniéndose una solucién madre de 40 mg/mL,
se realizd diluciones seriadas por duplicado, obteniéndose diferentes
concentraciones de 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL 2.5 mg/mLy 1.25
mg/mL."

Preparacién del indculo de Candida albicans. Se emplearon dos cepas
proporcionadas del Laboratorio de Micologia del Hospital Regional
Lambayeque, Chiclayo, Pert, se prepar6 una suspension de C. albicans,
se tomaron 5 Unidades Formadores de Colonia (UFC) > 1 mm de
didmetro procedente de cultivo agar dextrosa Sabouraud (ADS), de 24
h, CLSI". Se suspendieron en S mL de caldo Sabouraud y con ayuda
del espectrofotémetro (Spectrophotometer UNICO™ UV/VIS) a una
longitud de onda de 625 nm, se ajust6 a una densidad dptica de 0.12
equivalente a la turbidez del tubo N° 0.5 de la escala de Mc Farland

equivalente a una concentracién aproximadamente de 1-5 x 10° UFC/
mL." Posteriormente se realizé una dilucién 1:1000 con caldo Sabouraud

glucosado, obteniéndose una concentracién de 1-5 x 10°. Esta tltima, es
la que se utilizé para sembrar en las placas de con agar Mueller-Hinton.

Actividad antifiingica del extracto acuoso contra Candida albicans.
Sobre las placas sembradas (5 placas para cada cepa), se realizaron 6
perforaciones de 6 mm de didmetro, con un sacabocado'® colocandose 50
uL de cada concentracion del extracto crudo acuoso de R. officinalis en
cada pozo, posteriormente fueron selladas con parafilm e incubdndose a
37 °C, por un periodo de 24 h, para luego realizar la medicién de los halos
de inhibicién de crecimiento fingico, para el control negativo se empled
una placa con 6 perforaciones més agua destilada estéril.

Andlisis estadistico. Para determinar la relacién de la actividad
antifungica iz vitro del extracto crudo acuoso de R. officinalis en el
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crecimiento de fungico de C. albicans, se realiz6 un andlisis de varianza'®
(ANOVA) con un nivel de significacién de P< 0.05.

Resultados

Enlafigura 1 se observa el promedio de los halos de inhibicién (mm) de las
6 concentraciones del extracto acuoso de las hojas de R. officinalis contra

dos cepas de C. albicans.

—— Copa 1" 1

~a—Camn' 2

Haloz de inhibeown {mm)

Concantmsions (mp il )

Figura 1
Promedio halos de inhibicién en milimetros (mm) del extracto crudo acuoso de R.
officinalis contra las cepas de C. albicans y control negativo con agua destilada estéril [H,O]

De las 6 concentraciones evaluadas se observa que la de 40, 20, 10y 5
mg/mL presentaron halos de inhibicién promedio 21.12, 16.08, 9.22 y
7.12 mm para cepa n°1 y para la cepa n° 2, la actividad fue diferente, las
concentraciones de 40,20y 10 mg/mL presentaron halos de 10.35,8.43 y
7.21 mm respectivamente, El agua estéril no presenté halo de inhibicién.

Figura 2
Diferencias de las halos de inhibicién en relacién las concentraciones del extracto
crudo acuoso de R. officinalis (1: 40 mg/mL, 2: 20 mg/mL, 3: 10 mg/mL, 4: 5
mg/mL, 5: 2.5 mg/mL, 6: 1.25 mg/mL, contra las 2 cepas de C. albicans (A, B)
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En la figura 2, mediante el método de difusién en pozo se observa
la actividad antifungica del extracto crudo acuoso de las hojas de R.
officinalis, asimismo se muestra la diferencia de los tamafos de los halos
inhibicién dependiendo de las concentraciones evaluadas iz vitro.

Discusion

La candidiasis oral puede estar presente en los hospederos como
placa, estomatitis protésica, quelitis angular y manifestaciones orales
mucocutdneas sistémicos, asimismo también se ha reportado la presencia
genes activos de resistencia de C. albicans frente a antifungicos

conocidos.””!® En la actualidad como parte de la solucién, se busca nuevos
principios bioactivos presentes en partes de las plantas (tallo, raices, hojas

y semillas)."” El romero (R. officinalis L.) pertenece a la familia Lamiaceae,

es una planta aromatica y es utilizado en medicina popular, cosmética
y y

en la industria alimentaria.”’

Este estudio se realizé para evaluar la actividad antifingica del R.
officinalis, por sus propiedades terapéuticas, que en concordancia con
otras especies de plantas, como Picralima nitida que ha reportado
capacidad antifungica de extractos acuosos de semillas, por su capacidad
de inhibir el crecimiento de Aspergillus flavus, Candida albicans y

Microsporum canis’', e inclusive en extractos acuosos de hojas de Oliva,

con capacidad antiftingica contra. C. albicans.*

Estudios fitoquimicos de R. officinalis han demostrado la presencia

de 4cido rosmarinico y su capacidad antibacteriana®** y ademis de

otros componentes principales como 1,8-cineol, isoborneol, «-pineno
y a-terpineol, existiendo una diversidad significativa por la variacién
estacional.?’

El extracto crudo acuoso de las hojas de R. officinalis tuvo una actividad
antifungica contra C. albicans, por el método de difusion en pozo, los
halos promedios para una cepa fueron de 21.12m 16.08, 9.22,y 7.12 mm
para las concentraciones de 40, 20, 10, 5 mg/mL respectivamente, sin
embargo, respectivamente para la otra cepa se obtuvo halos promedios de
10.35, 8.43 y 7.21 mm para las concentraciones de 40, 20, 10 mg/mL, se
logré una relacién directamente proporcional entre la concentracién del
extracto y el didmetro de la zona de inhibicién.

Lo anterior sefala la capacidad antifingica de R. officinalis contra
C. albicans, a pesar de los escasos estudios que reporten su actividad
antifingica, pero coinciden con lo reportado por Oliveira et 2., a una
concentracién de 200 mg/mL obtuvo una reduccidn significativa de
biopeliculas formadas por C. albicans después de la exposicion al extracto
y con una metodologia diferente para evaluar su actividad antiftingica,
mediante el método de microdilucién, determinando una Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) de 0.78 mg/mL y una Concentracién Minima
Microbicida (CMM) de 3.13 mg/mL.

Los principios bioactivos los extractos acuosos en R. officinalis no
solamente pueden inhibir el crecimiento de bacterias, sino también
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pueden presentar capacidad antifiingica, concordante con estudios con

extractos acuosos de plantas de diferentes especies tales como la Mimosa

piidicay Azadirachta indica**

Se observo que las cepas de C. albicans utilizados en esta investigacion
exhibieron diferentes grados de susceptibilidad al extracto de R. officinalis,
inclusive la susceptibilidad observada a este podria atribuirse al factor de
resistencia inherente de los microorganismos.2"*>%¢

Finalmente, con estos datos el extracto crudo de hojas de R.
officinalis revela un gran potencial biolégico al presentar una actividad
antifungica a diferentes dosis, representando una alternativa terapéutica
ante infecciones oportunistas, aunque los datos son concluyentes, se
requiere realizar trabajos que validen esta técnica, extraer sus compuestos
bioactivos y permitan en el tiempo ser explotado en el tratamiento
terapéutico a través de pastas dentales, enjuagues bucales, irrigacion
de canales radiculares, ungiientos, entre otros y control de algunas
infecciones fingicas.
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