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RESUMEN

Candida albicans es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un
patégeno de prioridad critica, asociado a elevadas tasas de mortalidad
intrahospitalarias, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Su capacidad
de formar biopeliculas incrementa la resistencia a los antifingicos convencionales
entre 100 y 1000 veces, y la expresion de genes como HWP1 y SAP3 facilitan las
adhesion, degradacion y maduracion de estas estructuras limitando severamente las
opciones terapéuticas disponibles.

El objetivo fue evaluar la actividad antifingica y antibiofilm de los aceites esenciales
de canelay hierba luisa frente a Candida albicans ATCC 10231. Se emple6 un enfoque
cuantitativo y experimental utilizando difusién en pocillo, CMI, CMF, tincién con
cristal violeta y RT-PCR. La canela present6 una CMI de 1,56 mg/mL y la hierba luisa
de 3,12 mg/mL. La cepa mostrd una débil formacion de biopelicula (OD=0,585). La
hierba luisa inhibid hasta el 99,87% del biofilm y la canela alcanz6 el 92,81%. Ambos
aceites suprimieron completamente la expresion del gen HWP1 a 50 mg/mL. Se
concluye que los aceites esenciales evaluados poseen potencial antifungico y
antibiofilm, constituyendo una alternativa natural frente a infecciones por Candida
albicans.

PALABRAS CLAVES: ACEITE ESENCIAL, CINNAMOMUM ZEYLANICUM,
CYMBOPOGON FLEXUOSUS, CANDIDA ALBICANS, BIOPELICULA,
ANTIFUNGICO.
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SUMMARY

Candida albicans is considered by the World Health Organization (WHO) to be a
critical priority pathogen, associated with high rates of in-hospital mortality, especially
in immunocompromised patients. Its ability to form biofilms increases resistance to
conventional antifungals by 100 to 1000 times, and the expression of genes such as
HWP1 and SAP3 facilitate the adhesion, degradation, and maturation of these
structures, severely limiting available therapeutic options.

The objective was to evaluate the antifungal and antibiofilm activity of cinnamon and
lemon verbena essential oils against Candida albicans ATCC 10231. A quantitative
and experimental approach was used, employing well diffusion, MIC, MFC, crystal
violet staining, and RT-PCR. Cinnamon showed an MIC of 1.56 mg/mL and lemon
verbena of 3.12 mg/mL. The strain exhibited weak biofilm formation (OD=0.585).
Lemon verbena inhibited up to 99.87% of the biofilm, and cinnamon reached 92.81%.
Both oils completely suppressed HWP1 gene expression at 50 mg/mL. It is concluded
that the evaluated essential oils possess antifungal and antibiofilm potential,

constituting a natural alternative against Candida albicans infections.

KEYWORDS: ESSENTIAL OIL, CINNAMOMUM ZEYLANICUM,
CYMBOPOGON FLEXUOSUS, CANDIDA ALBICANS, BIOFILM, ANTIFUNGAL.
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INTRODUCCION
La candidiasis causada por Candida albicans constituye una de las infecciones
fangicas oportunistas mas frecuentes a nivel mundial, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos y hospitalizados (1,2). La capacidad de este microorganismo
para formar biopeliculas y expresar factores de virulencia asociados a la adhesion e
invasion tisular favorece la persistencia de la infeccion y disminuye la eficacia de los
tratamientos antifungicos convencionales (2-4). Ademas, el incremento de la
resistencia a farmacos como los azoles ha impulsado la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas con mayor eficacia y menor riesgo de generar resistencia (2—
4).
En este contexto, diversos estudios han demostrado que los aceites esenciales poseen
compuestos bioactivos con actividad antifingica y capacidad para interferir en la
formacion de biopeliculas. Por ello, la presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar la actividad antifingica y antibiofilm de los aceites esenciales de Cymbopogon
flexuosus (hierba luisa) y Cinnamomum zeylanicum (canela) frente a Candida albicans
ATCC 10231.
Para el desarrollo del estudio se empled un enfoque cuantitativo y experimental,
utilizando técnicas microbioldgicas y moleculares. Se determind la actividad
antifungica mediante ensayos de susceptibilidad, concentracion minima inhibitoria
(CMI) y concentracion minima fungicida (CMF). Ademas, se evalu6 la formacion de
biopeliculas mediante la técnica colorimétrica de cristal violeta y se analiz6 la
expresion de genes de virulencia relacionados con este proceso.
Los resultados evidenciaron que ambos aceites esenciales presentaron actividad
antifangica frente a Candida albicans; sin embargo, el aceite esencial de canela mostré
una mayor eficacia inhibitoria sobre el crecimiento fungico y la formacion de
biopeliculas. Asimismo, se observé una disminucion en la expresion de genes,
destacandose la inhibicion del gen HWP1, relacionado con la adhesion y el desarrollo
de biopeliculas.
Estos hallazgos sugieren que los aceites esenciales de canela y hierba luisa constituyen
alternativas naturales prometedoras para el control de infecciones causadas por
Candida albicans, aportando evidencia cientifica que podria contribuir al desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas frente a la creciente resistencia antifungica.



JUSTIFICACION

La resistencia antifingica se ha consolidado como una de las amenazas mas criticas
para la salud publica a nivel global. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), existe una grave escasez de medicamentos antifungicos y metodos de
diagnostico, lo que limita la atenciéon de micosis invasivas las cuales pueden alcanzar
tasas de mortalidad de hasta el 88% e patdgenos prioritarios (2,3,5,6). En este contexto,
Candida albicans destaca por su trascendencia clinica, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o con estancias prolongadas en unidades de cuidados
intensivos, en estas unidades las infecciones pueden progresar a formas sistémicas con

una mortalidad intrahospitalaria que oscila entre el 20% y el 50% (7)

La complejidad de este patdgeno radica no solo es su perfil de resistencia, sino también
en su capacidad para formar biopeliculas. Las cuales son estructuras que actian como
una barrera fisica y biolégica, ya que por medio de esta barrera se incrementa la
tolerancia a los antifungicos convencionales entre 100 y 1000 veces en comparacion
con las células que se encuentran en estado libre (8,9) .La persistencia de estas
biopeliculas esta regulada por la expresion de genes clave, como SAP3 y HWP1, los
cuales facilitan la adhesion y maduracion del biofilm, dejando a los esquemas
terapéuticos que se utilizan actualmente en una posicién de vulnerabilidad extrema
(10,112).

Ante la necesidad imperativa de hallar alternativas terapéuticas mas seguras y eficaces,
la investigacion de productos con compuestos naturales surge como una via
estratégica. A diferencia de los antifungicos sintéticos como los azoles y polienos los
aceites de Cymbopogon flexuosus (hierba luisa) y Cinnamomum zeylanicum (canela)
han mostrado un potencial prometedor debido a su capacidad para inhibir tanto el

crecimiento fangico como la formacién de biopeliculas (8,9).

Por lo que, en America latina, C. albicans es el patdgeno mas frecuente, por lo que se
ha observado que hay un incremento en la prevalencia en la infancia con el 35,1% y
adultos mayores con un porcentaje 42,6%, predominando el sexo masculino. Ademas,

factores como la hospitalizacion con el 20% y en el tiempo de estancia 33.5% son los
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que influyen en la morbilidad. Por lo que, la resistencia es mas comun frente al
fluconazol, y la mortalidad es elevada, marcadamente en adultos mayores (12). En
paises como Ecuador la biodiversidad vegetal ofrece una base estratégica para la
busqueda de nuevos compuestos; sin embargo, el potencial de los productos naturales
como agentes anti-biofilm mediante enfoques moleculares aun no han sido
ampliamente estudiados (5,13).

La factibilidad de este trabajo se sustenta en el empleo de metodologias estandarizadas
y reproducibles, incluyendo la técnica de Kirby.Bauer modificada, el ensayo de
resazurina para evaluar la viabilidad metabolica y la tincién de cristal violeta para la
cuantificacion de biopeliculas. Ademas de la integracion de técnicas moleculares las
cuales permiten analizar con presion la expresion genética de los siguientes genes
ACT1, HWP1 y SAP3 (14). Por lo expuesto, el objetivo del presente estudio fue
evaluar la actividad antifingica y antibiofilm de los aceites esenciales de Cymbopogon
flexuosus y Cinnamomum zaylanicum frente a Candida albicans ATCC 10231.



CAPITULO 1

1.1.Antecedentes de investigacion

Las investigaciones recientes sobre Candida albicans han abordado cuatro ejes
principales: la resistencia a los antifungicos, la formacion de biopeliculas, la
identificacion clinica de las especies y el estudio de compuestos naturales con
actividad antifungica (15). Esta linea de trabajo ha permitido demostrar que la
persistencia de las infecciones por Candida se relaciona con mecanismos moleculares
de resistencia y con la capacidad del microorganismo para organizarse en biofilms,
estructuras que reducen la eficacia terapéutica ((16). A partir de ello, distintos autores
han evaluado aceites esenciales y extractos vegetales como alternativas experimentales
para inhibir el crecimiento, la virulencia y la formacion de biopeliculas en cepas de
referencia y de interés clinico, lo que constituye el marco inmediato del presente
estudio (17).

Kaur y Nobile (2023), en el trabajo “"Antifungal drug-resistance mechanisms in
Candida biofilms™", analiz6 los mecanismos de resistencia en biopeliculas de Candida.
Su objetivo fue analizar los mecanismos de resistencia presentes en estas estructuras,
partiendo de la base de que la biopelicula constituye una condicién biolégica distinta
a la célula plancténica libre. La metodologia correspondié a una revision sistematica
de literatura y datos experimentales en los cuales se integr6 estudios con microplacas
de 96 pozos, tincion con cristal violeta, microscopia confocal laser y pruebas de
susceptibilidad antifangica. Como resultados, se identificaron que las biopeliculas
pueden incrementar la resistencia entre 100 y 1000 veces frente a farmacos como el
fluconazol debido a la matriz extracelular y a la heterogeneidad celular. Concluyeron
gue este mecanismo compromete seriamente el control y eficacia terapéutica de las
infecciones por Candida; por lo tanto, la presente investigacion busca evaluar la
actividad antiflngica y antibiofilm en Candida albicans ATCC 10231, con el fin de

superar las limitaciones terapéuticas reportadas en biopeliculas maduras ((16).

Karpinski et al. (2023), en el estudio “~“Anti-Candida and Antibiofilm Activity of

Selected Lamiaceae Essential Oils”". Se propuso evaluar la actividad antifungica y

antibiofilm de varios aceites esenciales de la familia Lamiaceae, asumiendo que

algunos compuestos vegetales podrian inhibir el crecimiento, la biomasa de biofilm en
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Candida. El disefio metodoldgico consistié en la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), mediante métodos de micro dilucién en caldo y la
evaluacion de la formacion de biopeliculas en placas de poliestireno de 96 pozos
mediante la técnica colorimétrica de cristal violeta para la cuantificacion de la biomasa.
Los hallazgos mas relevantes indicaron que los aceites de Thymus vulfaris y Origanum
vulgare mostraron una eficacia superior, de esta manera registrando valores de CMI
menores a 3,125 mg/mL y una reduccién superior al 70 % de la biomasa con Thymus
vulgaris y Origanum vulgare. Los autores concluyeron que estos aceites poseen
marcada actividad antifangica y antibiofilm frente al patégeno estudiado, por lo tanto,
la presente investigacion busca evaluar el aceite esencial de canela y hierba luisa para
un analisis de biopeliculas y crecimiento fangico, con el fin de comparar la eficacia
con los rangos reportados y asi determinar el potencial especificamente frente a
Candida albicans ATCC 10231 (17).

Adiana et al. (2025), en el estudio Antimicrobial and Anti-Biofilm Effectiveness of
Saurauia vulcani Korth. Ethanolic Extract: An In Vitro Study of Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Candida albicans ATCC 10231. Se enfocdé en investigar el
potencial que presentan los extractos naturales capaces de inhibir microorganismos
resistentes y formadores de biopeliculas. Su objetivo fue evaluar la actividad
antimicrobiana y antibiofilm del extracto etandlico obtenido de las hojas de Saurauia
vulcani, de esta manera el disefio metodologico se evalu6 mediante técnicas de
difusion en agar, microdilucion en caldo para determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI). Asimismo, la eficacia de antibiofilm se determind a través de
ensayos en placas de poliestireno utilizando la técnica colorimétrica de cristal violeta
para medir la biomasa residual. Los resultados evidenciaron que el extracto vegetal
alcanzo una reduccion superior al 50 % en la biomasa del biofilm y una inhibicion
notable del crecimiento celular a concentraciones medias frente a los patdgenos
evaluados. Los investigadores concluyeron que el extracto vegetal de S. vulcani
representa una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevas terapéuticas, por
ende, el tema de la presente investigacion busca realizar una evaluacion antifungica y
anti-biofilm en Candida albicans ATCC 10231, con el fin de comparar estos niveles
de eficacia y asi superar las limitaciones terapéuticas de farmacos comunes y asi

generar evidencia para nuevas investigaciones experimentales (18).
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En el estudio realizado por Adeola Tawakalitu Kola-Mustapha et al. (2026), titulado
Essencial oil hydrogels for oral candidiasis: preliminary formulation development,
antifungal efficacy, and computational analysis via Monte Carlo simulation, se evalud
la actividad antifungica de los aceites esenciales de Syzygium aromaticum vy
Cymbopogon flexuosus frente a 14 aislados clinicos y la cepa de referencia de Candida
albicans ATCC 10231. En el disefio metodoldgico los autores emplearon el método de
microtitulacion en donde determinaron que ambos aceites esenciales presentaron una
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 100 uL/mL y una concentraciéon minima
fungicida entre 100 y 200 uL/mL dependiendo del aislado analizado. De la misma
manera, la combinacion de estos dos compuestos naturales en una proporcién de 2:1
mostré que los aceites esenciales presentan un afecto aditivo con un porcentaje del
71,43% de los aislados evaluados en este estudio, por lo que los autores obtuvieron un
indice de concentracion inhibitoria fraccional (FICI) de 0,75. Finalmente, los aceites
fueron incorporados en hidrogeles, en los cuales los autores evidenciaron que poseen
una mayor actividad antifangica frente a Candida albicans. Por lo que los autores
concluyeron que estos compuestos naturales frente a los 14 aislados clinicos destacan
un potencial terapéutico para el tratamiento localizado en candidiasis oral (19).

Cruz Choappa y Vieille (2023), en la revision titulada Nuevos nombres para antiguas
especies fungicas de importancia médica, estudiaron el problema de la actualizacion
taxondmica de especies fungicas de interés médico, entre ellas las pertenecientes al
género Candida. El objetivo fue analizar los cambios de nomenclatura y su
importancia para el diagndstico y control de las enfermedades flngicas. La
metodologia se baso en la revision de estudios con analisis molecular y secuenciacion
de laregion ITS. Los resultados mostraron que la reclasificacion taxonomica modifica
la interpretacion de hallazgos microbiologicos y la identificacion de especies. Los
autores concluyeron que la actualizacion de la nomenclatura fungica es necesaria para

fortalecer la precision diagnostica y la vigilancia clinica de estas infecciones (20).

Benzaid et al. (2019), en el estudio The effects of Mentha x piperita essential oil on C.
albicans growth, transition, biofilm formation, and the expression of secreted aspartyl

proteinases genes, evaluaron el impacto del aceite esencial de Mentha x piperita sobre
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los mecanismos de virulencia y patogenicidad de Candida albicans. El disefio
metodologico consistio en la extraccion del aceite, evaluacion del crecimiento y la
formacion de biofilm a través del ensayo colorimétrico de MTT, ademas de la
cuantificar, latransicion morfologica y la expresion de genes SAP (1,2,3,9,10) y HWP1
mediante RT-PCR. Los resultados evidenciaron que la concentracion de 10uL/mL
inhibié del crecimiento de forma comparable a la anfotericina B, de esta forma
logrando ademas la represion casi completa del gen HWP1, el cual es el gen esencial
para adhesion y formacién de hifas es decir que se encuentra relacionado con la
patogenicidad. Los autores concluyeron que este aceite esencial posee actividad
antifungica y capacidad moduladora de mecanismos de virulencia en Candida
albicans, por esta razén, la presente investigacion busca emplear los aceites de canela
y hierba luisa para evaluar el impacto que tienen sobre los mecanismos de resistencia
de Candida albicans ATCC 10231 y sobre la expresion genética de los genes que se
encuentran asociados a la formacion de biopeliculas ((14).

Gao et al. (2020), en el estudio “~“Antimicrobial Activity of Lemongrass Essential Oil
(Cymbopogon flexuosus) and Its Active Component Citral Against Dual-Species
Biofilms of Staphylococcus aureus and Candida Species™”, investigaron el problema
de la persistencia de biofilms mixtos resistentes a los tratamientos convencionales que
se aplican a infecciones relacionadas con estos patégenos. El objetivo fue evaluar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cymbopogon flexuosus y del citral
frente a biopeliculas de doble especie. La metodologia incluyé ensayos de viabilidad
celular mediante MTT, tincion con cristal violeta y microscopia. Los resultados
mostraron una reduccion superior al 70 % del biofilm en concentraciones entre 0,125
y 0,5 %. Los autores concluyeron que el aceite de Cymbopogon flexuosus y su
compuesto principal presentan una accion significativa sobre la biomasa y la viabilidad
de biopeliculas que incluyen especies de Candida. Por lo que, la presente investigacion
busca evaluar la actividad antifungica y antibiofilm del aceite de hierba luisa o
conocido con el nombre cientifico de Cymbopogon flexuosus frente a la cepa de
Candida albicans ATCC 10231 para sentar bases para futuras investigaciones y
disminuir las limitaciones en las opciones de tratamiento contra infecciones frente a

los patdgenos (21).



Zivkovi¢ et al. (2025), en el estudio Comprehensive Phytochemical Analysis and
Evaluation of Antioxidant, Antimicrobial, Cytotoxic, and Immunomodulatory
Activities of Commercial Cinnamon Bark Essential Oil (Cinnamomum zeylanicum L.),
analizaron el problema de la caracterizacion integral del aceite esencial comercial de
corteza de canela. El objetivo fue evaluar su composicion fitoquimica y sus actividades
antioxidante, antimicrobiana, citotoxica e inmunomoduladora. La metodologia
incluyd analisis fitoquimico del aceite, ademas, para evaluar la eficacia antimicrobiana
utilizaron el método de microdilucién en caldo segun las directrices del CLSI, de la
misma manera complementaron con el ensayo de viabilidad MTT Los resultados
confirmaron la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana importante
como el componente (E)-cinamaldehido con un porcentaje de (77.93%) siendo este el
componente bioactivo mas dominante, posteriormente le sigue el eugenol con un
porcentaje de (4.34%) y el E-cariofileno con el (3.68%), por lo que, en las pruebas de
susceptibilidad el aceite demostrd que posee una potente actividad bioldgica frente a
la cepa de referencia, ya que registro una Concentracion Minima Inhibitoria de
7.37ug/mL lo que indica que es un aceite antimicrobiano de alta eficacia. Los autores
concluyeron que el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum presenta propiedades
bioldgicas de interés para aplicaciones biomédicas y farmacoldgicas debido a la
capacidad para inhibir patdgenos resistentes, por ende, la presente investigacion busca
sentar bases sobre la actividad antifungica y la eficacia del aceite de canela al inhibir
la formacion de la biopeliculas frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231 y
nos ayude como una alternativa terapéutica prometedora para tratar las infecciones re
(22).

Shahina et al. (2022), en el articulo Cinnamon Leaf and Clove Essential Oils Are
Potent Inhibitors of Candida albicans Virulence Traits. El problema que guiaba la
investigacion fue la necesidad de reducir factores de virulencia de Candida albicans
mediante compuestos naturales. El objetivo consistié en analizar el efecto de los
aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum y Eugenia caryophyllus sobre rasgos
de virulencia del hongo, con la hipdtesis de que ambos aceites podrian inhibir procesos
implicados en la patogenicidad. La metodologia incluyd ensayos de susceptibilidad
antifangica mediante microdilucién en caldo y evaluacion del cambio morfolégico de

levadura a hifa. Los resultados registraron concentraciones minimas inhibitorias de



600 pg/mL para canela y 500 pg/mL para clavo, ademas de inhibicion del cambio
morfoldgico a concentraciones subinhibitorias. El estudio concluy6 que ambos aceites
reducen la virulencia de Candida albicans y constituyen candidatos terapéuticos de

interés experimental (23).

Qureshi et al. (2025), en el estudio Exploring the antimicrobial and antibiofilm potency
of four essential oils against selected human pathogens using in vitro and in silico
approaches, analizaron el problema de la necesidad de sustancias naturales activas
frente a patdgenos humanos y sus biopeliculas. El objetivo fue explorar la potencia
antimicrobiana y antibiofilm de cuatro aceites esenciales mediante enfoques in vitro e
in silico. La metodologia incluyé micro dilucién, difusién en disco y ensayos de
biofilm. Los resultados indicaron una actividad antimicrobiana importante y una
reduccion superior al 60 % en la biomasa de las biopeliculas. Los autores concluyeron
que los aceites esenciales evaluados poseen propiedades experimentales Utiles para el

control de microorganismos patdgenos y de sus estructuras de persistencia (46).



1.2.0bjetivos
1.2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antifangica y antibiofilm de los aceites esenciales de Cymbopogon

flexuosus y Cinnamomum zeylanicum frente a Candida albicans ATCC 10231.

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar la actividad antifingica de los aceites esenciales de Cymbopogon
flexuosus y Cinnamomum zeylanicum frente a Candida albicans ATCC 10231,
mediante ensayos de micro dilucién en caldo para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima fungicida.

e ldentificar la formacion de biopeliculas de Candida albicans ATCC 10231
mediante la técnica colorimétrica de cristal violeta.

e Analizar la expresion de genes de virulencia asociados a la formacion de

biopeliculas mediante técnicas moleculares.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Medios de cultivo:

Saboreaud-Dextrosa Agar

e DifcoTM CHROMagarTM Candida

e Brain Heart Infusion (TM MEDIA, India)

e Blood Agar Base

e Mueller Hinton Agar

e Caldo Mueller Hinton

e Caldo LB -Caldo de Lisogenia (Lysogeny Broth)

e Resazurina

e MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

2.1.2. Instrumentos:

e Cajas monopetri

e Caja bipetri

e Asas microbioldgicas
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Cuchareta sacabocados o material similar

Microplaca multiscreen de 96 pocillos con fondo en “U”

Microplaca multiscreen de 96 pocillos de fondo plano

Tubos de ensayo

Hisopos

Puntas de pipetas de 1000, 10 y 100 uL con filtro

Puntas de pipetas de 1000, 10 y 100 uL sin filtro
Puntas de pipetas de 0,5 a 1 uL con filtro

Pipetas de 1000, 10 y 100 uL

Pipetasde 0,5a 1 uL

Pipetas multicanal

Papel Parafilm

Equipo de proteccion personal

Eppendorfde 2,5y 1,5 mi

Mechero de alcohol

Gradillas de hielo

Probetas
12



Vasos de precipitacion

Agua destilada

Bagueta o Varilla de agitacion

Tarjetas para VITEK 2 COMPACT

Fluconazol

Solucion salina

2.1.3. Aceites esenciales

e Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa)

e Cinnamomum zeylanicum (Canela)

2.1.4. Cepas de referencia

e Candida albicans ATCC 10231

2.1.5. Polimeros

e Goma arabiga

e Maltodextrina

2.2. Reactivos

e Sybr Green
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e Gel agarose

e Ladder de 500 a 100pb

e Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich) DMSO (0,1% v/v)

e Cristal violeta 0.5%

e Etanol 96%

e Agua destilada

e Kit de Zymon Research Quick ARN Fungal/Bacterial Miniprep

e Kit de Promega GoScript Reverse Transcription System

e Kit de Promega GoTaq qPCR Master MIX

e Gel de agarosa

e Tris-Acetato-EDTA (TAE)

e Tris-Borato-EDTA (TBE)

2.3. Equipos

e Cabina de flujo laminar
e VITEK 2 COMPACT
e VITEK DENSICHEK

e Lector de placas Victor X3
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Autoclave

Vortex

Incubadora

CFX96 Real-Time System

Microondas

Transiluminador UV

Balanza analitica

Centrifuga

microcentrifuga

Bio-Rad PTC y T100

Bio-Rad CFX Opus

Céamara de electroforesis

ChemiDOC-MP- BIO-RAD

Nanodrop
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2.4. Métodos

2.4.1. Tipo de investigacion

La metodologia de la investigacion que se realizo, titulada “Evaluacion antifingica
y anti biofilm de aceites esenciales en Candida albicans ATCC 10231”, tuvo un
enfoque cuantitativo basado en la identificacion de la actividad antifungica y anti-
biofilm de los aceites esenciales Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa) y
Cinnamomum zeylanicum (Canela), asi como los genes de virulencia que son los
encargados de la produccion de biofilm en Candida albicans. Se realiz6 un estudio
experimental mediante la utilizacion de aceites esenciales frente a la cepa de trabajo.
Esta evaluacion se llevo a cabo a través de técnicas microbioldgicas y moleculares,
que incluyeron la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI),
Concentracion minima fungicida (CMF), la cuantificacion de la formacién de
biopeliculas mediante tincidn de cristal violeta, y la expresion de genes asociados a
la formacion de biopeliculas y maduracion en Candida albicans ATCC 10231,

mediante las técnicas moleculares.

2.4.2. Poblacion y muestra

No aplica. Pues se utilizé la cepa de (Candida albicans ATCC 10231), que se tuvo
en los laboratorios de la Universidad, esta cepa se va a evalud frente al AE de
Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa) y Cinnamomum zeylanicum (Canela). La
cepa de Candida albicans ATCC 10231 ha sido catalogada y aislada por American
Type Culture Collection (ATCC).

2.4.3. Criterios de inclusion y exclusion

No aplica en este estudio. La razdn por la cual no se aplican estos criterios es porque

este estudio es de caracter experimental, la cual emplea de manera obligatoria las cepas

que se encuentran relacionadas con el estudio, es por este motivo que, no se utilizan

individuos como elementos para la realizacion de este estudio, aunque, en ciertas
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situaciones pueden existir varios aspectos a considerar como criterios de exclusion,
por ejemplo, al evidencia que la cepa no se encuentra en éptimas condiciones o que la

cepa se encuentre contaminada.

2.4.4. Hipdtesis de investigacion

- Hipotesis nula: Los aceites esenciales de Cymbopogon flexuosus y
Cinnamomum zeylanicum no presentan actividad antifungica y anti-biofilm
contra Candida albicans ATCC 10231.

-Hipdtesis alternativa: Los aceites esenciales de Cymbopogon flexuosus y
Cinnamomum zeylanicum presentan actividad antifingica y anti-biofilm
contra Candida albicans ATCC 10231.

2.4.5. Variables de estudio

-Variable dependiente: Actividad antifungica, actividad antibiofilm y
regulacién de los genes ACT1, HWP1 y SAP3.

-Variable independiente: Aceites esenciales de Cymbopogon flexuosus y

Cinnamomum zeylanicum.

2.4.6. Procedimiento para el analisis de laboratorio

2.4.6.1. Microencapsulacion de los aceites esenciales

En el proceso de microencapsulacion de los aceites esenciales de hierba luisa y
canela o conocidos con sus nombres cientificos de Cymbopogon flexuosus y
Cinnamomum zeylanicum se realizé con goma arabiga y maltodextrina. En
primer lugar, se pesaron en la balanza analitica 38,4 g de maltodextrina y 21,6
g de goma arabiga, después se homogenizo la mezcla para integrar estos
polimeros en una sola fase. Posteriormente, se midio en una probeta 200 ml de
agua destilada, se llevo a agitacion y se afiadié poco a poco la mezcla de los
polimeros para que se homogenizara con el agua destilada evitando que se

hagan grumos al afadir los polimeros.
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En una probeta se midi6é 15 ml de aceite esencial y se afiadieron cuidadosamente
poco a poco a los polimeros dispersos con el propésito de que estos
emulsionaran. El proceso de emulsion durd de 15 a 20 minutos con agitacion
constante para evitar que no se pierda la fase de emulsion. Para el proceso de
microencapsulacion, se utiliz6 agua destilada para limpiar el filtro, después se
agrego la emulsion al secador de aspersion Bichi mini spraydryer B-290 en
donde se le configuro a este equipo a una temperatura de entrada de 180 °C y 80
°C la temperatura de salida (25,26).

Después del proceso de microencapsulacién se recolect6 en un frasco estéril y
se procedié a analizar la lectura de los espectros de la banda al infrarrojo ATR-

FTIR Nicolet IR 100 para asi evaluar el proceso de microencapsulacion.

2.4.6.2. Obtencion de cepa y actividad antifungica
Para la obtencion de la cepa de trabajo se descongel6 el vial a temperatura ambiente.
Luego se realizd la siembra en 5 ml de caldo BHI empleando la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, seguidamente se incubd por 48 horas a 37 °C.

2.4.6.3. Determinacion de pureza de microorganismos

La determinacion de la pureza del microorganismo se realizd con el objetivo de
garantizar que los resultados obtenidos sean fiables. En primera instancia, se efectu6
la siembra del microorganismo en el medio de cultivo DifcoTM CHROMagarTM
Candida y posteriormente, se incub6 a 37°C por un periodo de 24 horas.
Seguidamente, se procedio a emplear una colonia de la levadura para analizarla en el
equipo Vitek 2 Compact, luego de haber identificado la pureza de la levadura de
Candida se realizo la siembra en 5 ml del medio de cultivo BHI y finalmente, se incubd
por 37°C por 48 horas en la incubadora (27).
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Figura 1. Obtencion de la cepa de trabajo.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

2.4.6.4. Técnica de Kirby-Bauer modificado

Para esta técnica se preparé diluciones como se muestran en la (Figura 2) en donde se
empledé 1g de aceite esencial micro encapsulado de Cymbopogon flexuosus y
Cinnamomum zeylanicum y se disolvié en 1000 uL. DMSO al 0.1% para poder obtener
una mezcla uniforme mediante homogenizacion y asi llegar a las concentraciones
requeridas en la prueba de susceptibilidad las concentraciones que se emple6 fueron
50 mg/mL, 25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.12 mg/mL, 1.56 mg/mL, 0.78
mg/mL y 0.39 mg/mL
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Figura 2. Preparacion de las diluciones.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Posteriormente, de haber realizado las diluciones se realiz6 el indculo microbiologico
utilizando la cepa de Candida albicans ATCC 10231. La estandarizacién del in6culo
se llevd a cabo ajustando la turbidez de la suspension fungica a 0.5 en la escala
McFarland, se utilizé el equipo DensiCheck, asegurando asi una concentracion fangica
uniforme. Una vez inoculado el agar Mueller Hinton, se procedio a realizar pozos sobre
la superficie del agar con el apoyo de un sacabocas estéril de 6mm de didmetro y en
cada uno de ellos se deposito 25 uL de los aceites esenciales en estudio, se dejo reposar
por 30 minutos y finalmente se incub6 la caja invertida a 35 + 2°C por 24 h 'y
posteriormente se midio los halos de inhibicion al siguiente dia (28,29). Estos halos se
midieron con una regla de 30 cm el didmetro del pozo dentro de la medida total, es
decir que, si el hongo en estudio crecio hasta el borde se reporto segun las directrices
del CLSI para la susceptibilidad de los antifungicos. En casos donde la disposicion del
pozo o la extension del halo impidan una lectura del didmetro completa, se midio el
radio desde el centro del pozo hasta el limite del crecimiento y se multiplico el valor
por dos para asi obtener el diametro final (28-31). Sim embargo, hay que tener en
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cuenta que se le puede agregar azul de metileno para poder visualizar de mejor manera
los halos de inhibicion, es decir, se debe aplicar los mismos pasos para la prueba de
susceptibilidad de difusion en agar tradicional con ciertas modificaciones efectuadas
(27,28).

PLACA1

« Pocillo 1: 50 pL de DMSO al 0,1%
(control -)

« Pocillo 2: 50 pL del tubo 1

« Pocillo 3: 50 pL del tubo 2

« Pocillo 4: 50 pL del tubo 3

—

Bociic 1: Tuba £ Boclic : Tuba 5

\

AN J
I—. Pocllo & Tuba T Boclic 3: Tuso & .-"I
'\_\ /_,-

Figura 3. Distribucion de los pocillos en la caja petri

Pocillo 1: 50 pL del tubo 4
Pocillo 2: 50 pL del tubo 5
Pocillo 3: 50 pL del tubo 6
Pocillo 4: 50 pL del tubo 7

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Difusién en pocillos

Se disolvid 1 g de aceite esencial micro encapsulado en 1000 uLL de DMSO al 0.1%.
Posteriormente se realizo la escala McFarland a 0.5 con ayuda de un hisopo estéril y
utilizando el VITEK® DENSICHEK® (29-31).

-Difusidn en pocillos: Para esto se perford el agar con un sacabocado estéril de 6mm,
cuatro veces para poder formar los pocillos en el agar inoculado con la cepa de
referencia. Se afiadié 100 uL del aceite esencial micro encapsulado, segun corresponda
(29-31).

-Difusidn sin pocillos: No se realiz6 ninguna perforacién en el agar, simplemente se
coloco 100 pL del aceite esencial que fue micro encapsulado en el centro del agar que

fue inoculado (29-31).

2.4.6.5. Concentracion minima inhibitoria (CMI)
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La concentracion minima inhibitoria (CMI), se define como la menor concentracion
de un agente antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de una cepa especifica,
esta técnica se fundamenta en que la resazurina un tinte azul que no es fluorescente
actia como un indicador de éxido de esta manera generando una reduccion que al ser
captado por células viables es reducido por resorufina a un color rosa fluorescente,
permitiendo una discriminacion visual clara entre la inhibicion y el crecimiento del
hongo (12,32-34). Para su determinacion se siguieren protocolos estandarizados. Para
ello, se optd por el ensayo de resazurina en microplaca de fondo en U.

El proceso comenzd con la reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231
en el agar Mueller Hinton. Posteriormente, se prepard una suspension flangica en
solucion salina estéril (NaCl 0.9%), ajustando la turbidez mediante la escala
McFarland a 0.5, para ello se utilizo el VITEK® DENSICHEK®), este ajuste garantiz
una densidad estandarizada de aproximadamente (1x10° UFC/mL), la cual fue esencial
para que los resultados de la CIM sean comparables y a la misma vez reproducibles
Adicionalmente, se realizé modificaciones al protocolo en base a las necesidades del
hongo (Candida albicans ATCC 10231), con la escala que se prepard, se procedio a
realizar una disolucién 2:1 es decir 2000 uL del inéculo del hongo de la escala de
McFarland y 1000 uL de la solucion salina al 0.9%, esta disolucion se utilizo en la
microplaca de fondo U para la viabilidad celular (12,32-34).

Para la solucion madre de 1:1, se disolvié 1 g de aceite esencial microencapsulado en
1000 pL de DMSO al 0.1%. Posteriormente, se realizé diluciones seriadas en ocho
tubos estériles con DMSO al 0.1%, obteniendo asi concentraciones desde 0.50 mg/mL
en el primer tubo del cual se transfiri6 este al segundo tubo para tener una
concentracion de 25 mg/mL y asi sucesivamente hasta una concentracion final de 0.39
mg/mL (29,35).

Seguidamente, se prepard la microplaca de 96 pocillos de fondo en U, en esta placa se
pipeted 50 uL de caldo Luria Bertani Broth Miller (LB), y se va realiz6 una division
de la placa donde se rotulo de la siguiente manera, se tuvo en el pocillo 1 el control
positivo donde se colocd 50 uL de caldo + 20 uL de bacteria + 20 uL del antibidtico
(Fluconazol), en el pocillo 10 y 11 se coloco el control de caldo que Unicamente fue
de 50 pL de caldo (LB), en los pocillos 8 y 9 se colocd el control de aceites que fue
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50 uL de caldo + 100 uL de AE en el pocillo 8 se pipete6 el aceite esencial de canela
y en el 9 el aceite esencial de hierba luisa en todas sus concentraciones desde la 50
mg/mL hasta la concentracion final de 0.39 mg/mL, de la misma manera en el pocillo
12 se coloco el control negativo que cont6é con 50 uL de caldo + 20 uL de bacteria.
Por Gltimo, la parte de tratamiento a partir de pocillo 2 hasta el 7 en donde se deposit6
50 uL de caldo + 100 uL de AE + 20 uL de bacteria. Finalmente, la placa se sell6 con
parafilm y se incubo a una temperatura de 37°C durante 24 horas. ((12,32))

En cuanto a la absorbancia se midio en el lector de placas a 570nm, Victor X3 en el
programa de rezasurin 570 nm y con los datos obtenidos se calculé el porcentaje de
viabilidad celular en relacion con los controles, permitiendo de esta forma determinar
la concentracién minima inhibitoria (36-38). A partir de las absorbancias obtenidas,
se calculd el porcentaje de viabilidad celular y se determind la CMI, mediante la
siguiente formula.

o (Absorbancia real — Control negativo)
Viabilidad celular = — - x 100
(Control positivo — Control negativo)

2.4.6.6. Determinacidn de la concentracién minima fungicida (CMF)

A partir de los pocillos es donde no ocurrié el cambio de color de azul a violeta, es
decir para distinguir si el aceite inhibié el crecimiento del hongo, se realiza la
concentracion minima fungicida (CMF) en donde se sembr6 un volumen de 100 uL de
cada pocillo, es decir, en donde no existid el desarrollo del microorganismo en la placa
de micro titulacién de CMI, esta placa se incubo a 37 °C por 24 horas a 48 horas para
hongos. Posteriormente, después de haber inoculado la sustancia en el solido (Agar
Muller Hinton), se considero que el aceite elimino el 99.9% de la poblacion original
es decir el efecto fungicida (39,40).

2.4.6.6. Formacion de biopelicula

Para la formacion de biopelicula se realiz6 el siguiente procedimiento segun lo descrito
por el autor Gulati et al. (2018) con adaptaciones para Candida albicans ATCC
10231(41). A partir del aislamiento del microorganismo, se coloco una colonia en un
tubo de ensayo de 12 mm con solucion salina estéril al 0.9%, de esta manera ajustando
la turbidez a 0.5 McFarland para hongos, (equivalente a 1,5 x 10* UFC/mL), con ayuda
del VITEK® DENSICHEK®(42-44). Posteriormente, se realizo una dilucién 1:20 del
indculo inicial donde se mezclo 100 puL a de la Escala McFarland y 1900 pL de
solucion salina estéril al 0.9%, Sin embargo, se realizaron adaptaciones para Candida
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en el cultivo debido a que la cepa pura se cultivo en un tubo conico y se incubd por 24
h posterior a la incubacidon se pipete6 100 pL del caldo BHI a las placas de 96 pocillos
con fondo plano, seguidamente, se afiadieron 100 pL del cultivo puro en BHI en cada
pozo y para culminar las placa se sell6 con papel Parafilm y se incubé por 35 °C

durante 24 horas debido a que se trata de un hongo.

8
Cepa Candida Tubo conico con BHI T o
o ® F/*E !
27 g 5]
= N &37‘: Z“»
Inocular la cepa en el
tubo con BHI Incubar
Preparacion & 100ul de caldo BHI en todos
BHI los pocillo y 100 uL del
cultivo con cepa pura tapar
con parafilm .

N\

96 pocillo well
Created in BioRender.com bio

Figura 4. Formacion de biofilm Candida albicans

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

2.4.6.7. Tincion Cristal Violeta

Para aumentar la sensibilidad del método se incluy6 para la placa con 96 pocillo el
paso de fijacion con metanol segln lo descrito por Peeters et al. (2008), después de la
decantacion del medio de cultivo y los primeros tres lavados, después se pipeted
metanol en los pocillos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos protocolos
fueron tomados como referencia para su adaptacion para Candida (45) la misma
manera se tomo como referencia el protocolo descrito por Christensen et al. (1985)

con modificaciones al momento de la cuantificacion (44).

Después de haber incubado la placa de 96 pocillos con la solucion del hongo se
procedio a retirar el papel Parafilm y se elimind el cultivo con la finalidad de remover

las céelulas planctonicas y posteriormente se secé la placa con papel absorbente. ((44)
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Luego, de la formacion de la biopelicula del hongo, se procedi6 a quitar el exceso de
caldo por decantacion, esto se lo realiz6 absorbiendo cada pocillo con la ayuda de una
pipeta uno por uno, para evitar que el biofilm se desprenda, posterior a eso se procedio
a lavar un total de 2 veces con agua destilada con un volumen de 150 uL, se dej6 secar
a temperatura ambiente cubriendo la placa con aluminio para evitar contaminaciones

durante 15 a 30 min hasta no observo gotas visibles.

A continuacion, se adiciond 150 uL de etanol al 95% para fijar el biofilm, se dejo por
30 minutos, luego se decantd y se agreg6 200 L de cristal violeta al 1% y se dejé por
30 minutos, posteriormente se desechd el contenido y se realizé 3 lavados con agua
destilada con un volumen de 150 uL, se dejo secar y se adiciono el etanol al 95% para
cuantificar la biopelicula en el Victor ™ X3, mediante la lectura de densidad optica a
570 nm.

2.4.6.8. Determinacion de la actividad anti-biopelicula.

Primero se cuantificd la biomasa y posteriormente, se clasifico la cepa de Candida en
formador débil, moderado o fuerte de biopelicula. Seguidamente, se realizé el ensayo
de la densidad dptica para asi evaluar la disrupcion de la biopelicula para esto se siguid
el protocolo propuesto por Gulati et al. (2018) (41).

Los resultados de esta actividad se expresaron en % con la siguiente formula.

100 — ( Muestra 0D570)
Control OD 570 = 100

%Inhibicion =

Por otra parte, para la preparacion de las diluciones, se mezclé 1 g de aceite esencial
microencapsulado y se disolvio en 1000 pL de dimetilsulféxido (DMSO) al 0.1% de
esta manera, alcanzando solucion madre con una concentracion de 100 mg/mL.
Seguidamente, se prepard el caldo Brain Heart Infusion (BHI) al doble de su
concentracion y el inocul6 de Candida se ajustd 1,7 en la escala de McFarland. Luego,
este indculo fue diluido es una proporcion de 1:20 empleando aqui solucion salina
estéril al 0.9%. Finalmente, para el ensayo de micro titulacion estériles se deposito en
cada uno de los pocillos el medio BHI, seguidamente se dispenso los tratamientos con
sus respectivas diluciones con el tratamiento y para concluir, el inocul6 diluido. Las

placas se sellaron con papel Parafilm y se incubaron a 37 °C durante 24 horas a 48
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horas, una vez transcurrido este tiempo se realiz6 la tincion con la técnica colorimétrica
de cristal violeta para evaluar los resultados de la formacién de biopelicula en Candida
albicans ATCC 10231.

2.4.6.9. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de la cepa pura de Candida albicans ATCC 10231.Se utilizo
el protocolo de Quick — DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit de Zymo Research con
namero de catdlogo D6005, nimero de lote 224196 y fue almacenado a temperatura
ambiente, primero se pipete6 200 puL de TBE al 1X en un tubo eppendorf, se tomo una
colonia pura con un isopo y se homogenizé bien, luego se centrifugd por 10 minutos a
6000 g, luego de la centrifugacion se descart6 el sobrenadante dejando solo el pellet.
Entonces, para la extraccion del ADN por kit primero se afiadié 750 uL de
BashingBead ™ Buffer en el tubo eppendorf se suspendio y luego se transfirié a un ZE
BashingBead™ Lysis Tube (46).

Luego se mezcld direccion horizontal en un vortex por 20 minutos, se llevo a la
centrifuga por 1 minuto a 10 000 x g, de esta mezcla se transfirid6 400 pL del
sobrenadante a una Zymo — Spin™ 111- F Filter que se encontré en un tubo colector y
se centrifugd a 8 000 x g por un minuto. Se adicion6 1200 uL de Genomic Lysis Buffer
al filtrado del tubo de recoleccion. Posterior a eso se transfirio 800 uL de la mezcla a
una columna Zymo-Spin™ IICR en un tubo de recoleccion y se centrifugd a 10 000 x
g durante un minuto, finalmente se deseché el filtrado y se debe repetir este proceso
(46).

Luego se afiadié 200 uL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna Zymo — Spin™ IICR
en un nuevo tubo de recoleccion y se centrif a 10 000 x g durante 1 minuto. Se afiadid
500 pL g — DNA Wash Buffer a la columna Zymo — Spin™ 1ICR y se centrifugo a 10
000 x g durante 1 minuto. Para terminar, se transfiri¢ la columna Zymo — Spin™ IICR
a un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 mL y se afiadié 50 uL de DNA elution
Buffer directamente a la matriz de la columna, se centrifugo a 10 000 x g durante 30

segundos para asi poder eluir el ADN (46).
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2.4.6.9.1. Extraccion y Purificacion del ARN
Para la extraccion y purificacion de ARN se debe seguido previamente el protocolo

que se encontrd descrito en la seccion 2.4.6.8. Determinacion de la actividad anti-
biopelicula, ademas se consider6 el ANEXO 2, no se tomd en cuenta para este
protocolo el paso de la técnica colorimétrica con cristal violeta para la biopelicula. Se
selecciond las siguientes concentraciones para la extraccion de ARN (47):
1. Candida albicans ATCC 10231 Sin tratamiento
2. Candida albicans ATCC 10231 con tratamiento de Cinnamomum zeylanicum
a 50 mg/mL
3. Candida albicans ATCC 10231 con tratamiento de Cinnamomum zeylanicum
a 0.39 mg/mL
4. Candida albicans ATCC 10231con tratamiento de Cymbopogon flexuosus a 50
mg/mL
5. Candida albicans ATCC 10231con tratamiento de Cymbopogon flexuosus a
0.39 mg/mL
Después de haber seleccionado las 5 muestras, a estas se les agregé 200 uL de TBE
1X, se raspo con un palillo estéril el fondo y las paredes de cada uno de los pocillos
donde se encontrd las respectivas concentraciones a usarse para la extraccion, se
transfirio cada una de las concentraciones a un tubo eppendorf y luego se centrifug6
a 16 000 x g durante 10 minutos y se descarto el sobrenadante dejando Gnicamente el
pellet, posterior a eso se procedid a extraer el ARN utilizando el Quick — RNA™
Miniprep kit de Zymo Research del catalogo nimero R2014, del lote nUmero 256463,
se lo almaceno a temperatura ambiente, de la misma manera se verifico la fecha de
caducidad de marzo 2027 y se siguio el protocolo detallado en el kit descrito de la

siguiente manera (47):

Se resuspendio el pellet celular en 800 uL de RNA Lysis Buffer y se transfirio la
mezcla hacia un tubo ZR BashingBead Lysis. Seguidamente se homogenizo en el
vortex realizando movimientos horizontales durante un tiempo de 10 minutos. Se
centrifugo el tubo durante un minuto para que asi se sedimenten los residuos. Luego
se transfirio el sobrenadante a una columna Zymo — Spin™ IICG en un tubo de

recoleccion y se centrifugo de 10 000 rpm a 16 000 rpm x g durante 30 segundos (47).
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Se guardo el filtrado que estuvo en el tubo colector, pues a este tubo colector se
procedid a agregar un volumen igual de etanol (95 — 100 %) es decir que se tuvo una
relacion de (1:1) y se mezcld bien. Se transfirio la mezcla a una columna Zymo —
Spin™ IICR en un tubo de recoleccion y se centrifugo de 10 000 rpm a 16 000 rpm X
g durante 30 segundos. Luego, se desechd el filtrado y se agreg6 400 uL de RNA Prep
Buffer a la columna, seguidamente se centrifugo a las mismas revoluciones
mencionadas anteriormente y se desecho el filtrado. Para culminar se afiadié 700 pL

de RNA Wash Buffer a la columna se centrifugo y se desechd el filtrado (47).

Finalmente, se afiadid 400 uL de RNA Wash Buffer y se centrifugd la columna por
un minuto para asegurar la eliminacion completa del tampén de lavado. Luego, se
transfirié con mucho cuidado la columna a un tubo libre de nucleasas, para terminar,
se afiadi6 50 pL de agua libre de DNasa/RNasa directamente a la matriz de la columna
y se centrifugd, se coloco el ARN eluido en una gradilla que se encontré congelada.
Para la cuantificacion y determinacion de la pureza del ARN extraido, se coloco 2 pL
de eluido en el NanoDrop de Thermo Scientific y se realiz6 la lectura, obteniendo la

curva correspondiente a las absorbancias a 260 nm y 280 nm (47).

2.4.6.9.2. Retrotranscripcion
Con el ARN extraido y cuantificado mediante el NanoDrop de Thermo Scientific se

procedio a sintetizar ADNCc utilizando el kit GoScript™ Reverse Transcription System
(Promega), que lleva un nimero de lote 0000653182 y con fecha de caducidad 25 de
marzo 2027, para esto se siguio el protocolo sugerido en el kit. En primer lugar, se
mezcld y se centrifugd cada uno de los componentes antes de ser usados, se combino
4 uL de ARN experimental con 1 uL de cebador random para obtener un volumen final
de 5 uL. A continuacion, se cerré el tubo que contenia la mezcla de ARN y cebador y
se lo llevo al termociclador durante un tiempo de 5 minutos. Inmediatamente, la mezcla
se colocd en una gradilla con hielo durante 5 minutos y luego se centrifugo por 10
segundos y se procedio a recoger la condensacion, de esta manera manteniendo los
tubos cerrados sobre el hielo hasta agregar la mezcla de retro transcripcion. Para
finalizar, la preparacion de la reaccion de retro transcripcion se realizd en un tubo

estéril que se encontr6 sobre hielo, donde se colocaron los componentes
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correspondientes segun el protocolo del kit para completar la reaccion los cuales se
detallan en la siguiente tabla (48).

Cantidad de componentes para
retrotranscriptasa

Recombinante RNasa 0.5 uL
Buffer GoScript 4 uL
MgCl; 2.6 uL

PCR Nucleotide Mix 1uL
Go Script 1ul
Agua libre de nucleasas 59 uL
TOTAL 15 uL

Tabla 1. Reaccion de retro transcripcion

Elaborado por: Acosta Acosta Lissette Estefania

Para concluir el procedimiento se agreg6 15 uL de la mezcla de retrotranscripcion
a cada tubo de reaccion, a estos tubos se los mantuvo continuamente en hielo;
luego, se afadieron 5 uL. de la mezcla de ARN y cebador para obtener un volumen
de 20 pL. Acto seguido, se realizd la etapa de anillamiento colocando los tubos en
un bloque térmico a 25°C durante 5 minutos, para la extension, los tubos se
incubaron en un bloque térmico a 42 °C durante una hora. Por Gltimo, se procedid
a la inactivacion de la transcriptasa inversa incubando los tubos a una temperatura
de 70 °C durante el tiempo de 15 minutos, completando asi la sintesis del ADNc
(48).
2.4.6.9.3. Expresion de los genes ACT1, HWP1 y SAP3.

Después de sintetizar ADNCc, se procedio a realizar la PCR basado en Estrada —
Barraza et al. (2011), siguiendo el protocolo establecido para Candida albicans
ATCC 10231(49) :

Para la preparacion de la mezcla de la reaccion se estandarizé un volumen de 25
uL. Se descongel6 la GoTag Master Mix, de la misma manera el agua libre de

nucleasas, estas se descongelaron a temperatura ambiente y se agitd en el vortex
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por un tiempo de 5 segundos a baja velocidad (49). Finalmente se prepar6 la méaster

mix correspondiente segun lo detallado en la (Tabla 2)

Componentes para la Volumen Final concentracion
reaccion
GoTaq Master Mix 12,5 ulL 1X
Primer Forward 5uLl
Primer Reverse 5uL
Agua libre de nucleasas 1.5 ulL -
Total 24 uL

Tabla 2. Componentes de la méster mix para PCR convencional

Elaborado por: Acosta Acosta Lissette Estefania

Primero, se agrego el volumen correspondiente de la mezcla sin ADN a cada tubo;
luego, se afiadié 1 uL del ADN plantilla o agua en el caso de los controles negativos
para la obtencion de un volumen final de 25 pL, seguidamente se homogenizo en el
vortex por 5 segundos y finalmente se llevé al termociclador empleando el siguiente

programa (49):

Se empezd con una fase inicial de desnaturalizacion a 96 °C por 5 minutos, seguida de
38 ciclos, iniciando con una temperatura de 96 °C por 30 segundos, seguida por la fase
de alineacion a 54 °C por 30 segundos y una fase de elongacion a 72 °C por 30
segundos; finalmente fue programada una fase de elongacion final a 72 °C por 10
minutos (49).
o Preparacion del buffer TBE 1X y gel agarosa
Se utilizo una solucion de TBE 10X, a partir de la cual |se preparé 1000 mL de solucion
de trabajo con una concentracion de 1X, por lo que, para realizar el calculo, se debio
tomar en cuenta que se partia de una solucién comercial 10X. El célculo fue el
siguiente (49):
V1xC1l=V2=xC(C2

_V2xC2
o1

V1
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L 1000 mL = 1X
B 10X
V1=100mL — — — — TBE 10X

Volumen agua destilada = 1000 mL — 100 ml = 900 mL

Se tom6 100 mL de TBE al 10X comercial el cual se aforo con 900 mL de agua
destilada para Ilegar una concentracion final de TBE 1X. Luego se peso el gel de
agarosa a una concentracion de 1.7 % para ello se realiz6 el siguiente calculo:

% para ello se realizé el siguiente calculo:(50)

VmL * 1.7%

gramos de agarosa = TR
_30%1.7%
gramos de agarosa = EET

gramos de agarosa = 0.51
Entonces, se peso 0.51 gramos de gel de agarosa los cuales se disolvieron en 30 mL
de TBE 1X, esta mezcla se homogenizé en el microondas por 1 minuto hasta que se
encontr6 completamente disuelta, luego se afiadié 3 puL del intercalante SYBR Safe en
el gel disuelto y se mezclo para que se integre. Se coloco la solucién del gel preparada
en el molde y se ubicé el peine para formar los pocillos. Se dejé solidificar por 30
minutos, posteriormente se retird el peine y se llend la camara con el TBE 1X hasta su

aforo maximo o hasta cubrir el gel.

o Electroforesis
Para el protocolo de electroforesis se dispensé un volumen de 5 ul por muestra y
controles, del Ladder se pipete6 un volumen de 3 ul. En el primer pocillo se coloco el
Ladder, en los pocillos 2 se coloco la cepa pura de Candida albicans ATCC 10231 con
el gen de control ACT1, en los pocillos 3 y 4 se colocd la cepa de Candida albicans
ATCC 10231 los tratamientos de 0,50 y 0,39 de canela con el gen ACT1, en los pocillos
5y 6 se coloco la cepa de referencia con los tratamientos de 0,50 y 0,39 de hierba luisa
y en el pocillo 7 se coloco el control negativo (CN). Seguidamente se pipeteo en los
pocillos 8 se colocd la cepa pura de Candida albicans ATCC 10231 con el gen HWP1,
en los pocillos 9 y 10 se colocé la cepa de Candida albicans ATCC 10231 con los
tratamientos de 0,50 y 0,39 de canela, con el gen HWP1, en los pocillos 11 y 12 se

colocé la cepa de referencia con los tratamientos de 0,50 y 0,39 de hierba luisa 'y en el
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pocillo 13 se colocd el control negativo (CN). Posteriormente se siguié el mismo
proceso y se pipeted en el pocillo 14 la cepa pura de Candida albians ATCC 10231
con el gen SAP3, en el pocillo 15 y 16 se coloco la cepa de Candida albicans ATCC
10231 los tratamientos de 0,50 y 0,39 de canela con el gen SAP3, en los pocillos 17 y
18 se coloco la cepa de referencia con los tratamientos de 0,50 y 0,39 de hierba luisa
y en el pocillo 19 se colocd el control negativo (CN). Finalmente, se colocé la tapa de
la camara de electroforesis y se conectaron los cables de acuerdo con las cargas
correspondientes y se configuré a 100 v por 30 minutos. Al finalizar la corrida, se
desconectaron los cables y se apag6 la fuente de poder, se llevé el gel a la foto
documentador ChemicDOC Bio — Rad para la visualizacion e identificacion de los
fragmentos de ADN amplificados. (51) (52).
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Anadlisis de resultados

3.1.1. Control de calidad microencapsulado

— =

Figura 3. Espectro de bandas de infrarrojo de Canela (Cinnamomum zeylanicum). A.
Aceite esencial puro de Cinnamomum zeylanicum; B. Aceite esencial
microencapsulado de Cinnamomum zeylanicum; C. Superpuestos de la mezcla
polimérica, aceite esencial puro y microencapsulado.

Fuente: ATR-FTIR, Nicolet IR100 (Alemania)

Realizado por: Acosta Acosta Lissette Estefannia
En el andlisis de la Figura 3 se muestra la comparacion entre los espectros obtenidos
mediante Reflectancia Total Atenuada — Infrarrojo por Trasformada de Fourier (ATR
- FTIR).
En el literal A, correspondiente al aceite esencial puro de canela, se identificaron las
principales bandas de absorcion del cinamaldehido, que es el compuesto activo
mayoritario de esta especie. La banda a 1670,72 cm™' indica la presencia del grupo

aldehido unido al anillo aromatico, sefial caracteristica de este compuesto. Las sefiales
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entre 1511,74 y 686,76 cm™ confirman la presencia del anillo aromético y de
compuestos fenilpropanoides. La banda en 2919,04 cm™ corresponde a las cadenas
alifaticas propias del aceite. Estas sefiales en conjunto confirman que la muestra

corresponde a aceite esencial de canela.

En el literal B, correspondiente al aceite esencial microencapsulado de canela, el
espectro esta dominado por las sefiales de la cadpsula de maltodextrina y goma arabiga:
la banda ancha a 3318,83 cm™ y la sefal intensa a 992,18 cm™, propias de los
carbohidratos de la cubierta. Sin embargo, la banda a 1672,40 cm™' del cinamaldehido
sigue siendo visible, lo que indica que el aceite esencial quedo retenido dentro de la
capsula y conservd sus compuestos activos después del proceso de secado por

atomizacion.

En el literal C, la superposicion de los tres espectros muestra que el aceite puro y el
microencapsulado comparten las mismas bandas principales, mientras que la matriz
sola (MDGA) solo presenta las sefiales de los carbohidratos. Esto confirma que la
microencapsulacién conservo la composicidn quimica del aceite de canela sin alterarla

como se muestra en la (figura 3).
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Figura 4. Espectro de bandas de infrarrojo de Hierba Luisa (Cymbopogon citratus).
A. Aceite esencial puro de Cymbopogon citratus; B. Aceite esencial microencapsulado
de Cymbopogon citratus; C. Superpuestos de la mezcla polimérica, aceite esencial
puro y microencapsulado.

Fuente: ATR-FTIR, Nicolet IR100 (Alemania)

Realizado por: Acosta Acosta Lissette Estefannia

En el anélisis de la Figura 4 se muestra la comparacion entre los espectros obtenidos
mediante Reflectancia Total Atenuada — Infrarrojo por Trasformada de Fourier (ATR
—FTIR).

En el literal A, correspondiente al aceite esencial puro de hierba luisa, se identificaron
las bandas caracteristicas del citral, compuesto activo mayoritario de esta especie. La
banda a 1658,33 cm™ indica la presencia del grupo aldehido insaturado propio del
citral. Las sefales a 1196,44 cm™' y 1016,80 cm™ corresponden a grupos oxigenados
de los mono terpenos, y las bandas entre 732,89 y 696,05 cm™! confirman la presencia
de compuestos terpénicos insaturados. La banda a 3386,28 cm™ sefiala la presencia de
alcoholes terpénicos como el geraniol. Estas sefiales en conjunto confirman que la

muestra corresponde a aceite esencial de hierba luisa.

En el literal B, correspondiente al aceite esencial microencapsulado de hierba luisa, al
igual que en el caso anterior, el espectro esta dominado por las sefiales de la capsula:
la banda ancha a 3309,16 cm™ y la sefial intensa a 993,97 cm™!, propias de los
carbohidratos. No obstante, la banda a 1603,27 cm™, que coincide con la region del
citral observada en el aceite puro, sigue siendo detectable, lo que confirma que el aceite
esencial quedd retenido dentro de la capsula y conservd sus compuestos activos tras el

proceso de secado por atomizacion.

En el literal C, la superposicion de los tres espectros muestra que el aceite puro y el
microencapsulado comparten las mismas bandas principales, mientras que la matriz
sola (MDGA) solo presenta las sefiales de los carbohidratos. Esto confirma que la
microencapsulacion conservé la composicion quimica del aceite de hierba luisa sin

alterarla como se evidencia en la (figura 4).

3.1.2. Actividad antifangica con técnica de Kirby-Bauer modificada en pocillo.
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Para la susceptibilidad antiflngica se aplico la técnica de Kirby-Bauer modificada en
pocillo, como agente antifungico se utilizo el aceite esencial microencapsulado de

canela y de hierba luisa contra Candida albicans ATCC 10231.

Concentracion del aceite Halos de
esencial de canela inhibicién (mm)
0,39 mg/mL 6
0,78 mg/mL 6
1,56 mg/mL 6
3,12 mg/mL 6
6,25 mg/mL 6
12,5 mg/mL 6
25 mg/mL 16
50 mg/mL 17

Tabla 3. Actividad antifungica del aceite esencial microencapsulado de canela frente
a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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0,39 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 mg/mL 50 mg/mL

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Concentracién del aceite esencial microencapsulado

Figura 5. Actividad antifungica del aceite esencial microencapsulado de
canela frente a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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Los resultados de la actividad antifungica de canela en pocillo demostraron que, de

0,39 mg/mL a 12,5 mg/mL, no se evidencid inhibicion fangica, reportandola como 6

mm. Por el contrario, en la concentracion de 25 mg/mL el halo fue de 16 mm de

diametro; del mismo modo, en la concentracion de 50 mg/mL el halo fue de 17 mm,

como se observa en la (Tabla 3) y la (Figura 5). Estos resultados demuestran que el

aceite de canela inhibe el crecimiento bacteriano en altas concentraciones.

Concentracién del

esencial de Hierba Luisa

0,39 mg/mL
0,78 mg/mL
1,56 mg/mL
3,12 mg/mL
6,25 mg/mL
12,5 mg/mL
25 mg/mL

50 mg/mL

aceite Halos de

inhibicion
(mm)
6 mm
6 mm
6 mm
6 mm
6 mm
6 mm
6 mm

6 mm

Tabla 4. Actividad antifingica del aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa
frente a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm

Halos de inhibicion
(V2]

0,39 mg/mL0,78 mg/mL1,56 mg/mL3,12 mg/mL6,25 mg/mL12,5 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL

Concentracién del aceite esencial microencapsulado

Figura 6. Actividad antifingica del aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa
frente a Candida albicans ATCC 10231
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados de la actividad antifungica de hierba luisa en pocillo demostraron que
desde la concentracion de 0,39 mg/mL hasta la Gltima concentracion de 50 mg/mL, no
se evidencié halo de inhibicion, reportandolo como 6 mm, como se evidencia en la
(Tabla 4) y la (Figura 6). Estos resultados demuestran que en el aceite esencial
microencapsulado de hierba luisa con la técnica de Kirby-Bauer modificada no se

evidencia actividad antifungica.

3.1.3. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Fungicida
La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se define como la menor concentracion
de un agente antifungico capaz de inhibir el crecimiento de un hongo. Para poder
evidenciar este parametro se utiliz6 resazurina, que es un compuesto quimico azul que
cambia de color cuando se somete a oxidacion y se reduce irreversiblemente a
resorufina, un compuesto de color rosa.

Por otra parte, la Concentracion Minima Fungicida (CMF) corresponde a la menor
concentracion de un agente antifingico para matar a un hongo. Para su determinacion
se sembrd en agar sangre concentraciones superiores a la CMI y se evalud el
crecimiento, aquella concentracion donde no se observé colonias se determiné como

CMF.
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Aceite esencial microencapsulado de

canela
Concentracion ' Viabilidad Inhibicion
(mg/mL)

50 0% 100%

25 0% 100%
12,5 0% 100%
6,25 0% 100%
3,12 0% 100%
1,56 0% 100%
0,78 86,70% 13,30%
0,39 84,00% 16,00%

Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial microencapsulado de

canela frente a Candida albicans ATCC 10231.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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mg/mL | mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL
M Inhibicion 100% 100% 100% 100% 100% 100% 13,30% 16,00%
= Viabilidad 0% 0% 0% 0% 0% 0% 86,70%  84,00%

Porcentaje

X

Concentracion del aceite esencial microencapsulado

@ Viabilidad ™ Inhibicion

Figura 7. Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial microencapsulado de
canela frente a Candida albicans ATCC 10231
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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Aceite esencial microencapsulado de canela
Concentracion 50 25 125 1625 312 156 0,78 0,39

(mg/mL)
Crecimiento - - - - + + + +
bacteriano
Efectividad CMF CMI
1 1
CMF/CMI
1

Tabla 6. Concentracion Minima Fungicida del aceite esencial microencapsulado de

canela frente a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

El aceite esencial microencapsulado de la canela mostré una alta capacidad para inhibir
el crecimiento flngico, ademas de presentar actividad fungicida frente a C. albicans.
En las concentraciones de 50 mg/mL hasta la concentracion de 1,56 mg/mL, la
viabilidad fue del 0%, con una inhibiciébn del 100%. Sin embargo, en las
concentraciones bajas, como el 0,78 mg/mL, se evidencié una viabilidad del 86,70%.
Asimismo, en la concentracion de 0,39 mg/mL, la viabilidad fue de 84%.

En la concentracion de 0,78 mg/mL se observé el metabolismo de la resazurina; en
cambio, en la concentracion de 1,56 mg/mL no se evidencio la alteracion de color azul
a violeta y se lo determin6 como CMI. La CMF fue de 6,25 mg/mL, como se muestra
en las (Tablas 5 y 6) y en la (Figura 7), puesto que desde esa concentracion no se
observa crecimiento flngico ni en concentraciones superiores. La relacion CMB/CMI
fue de 1 lo que indica que el aceite microencapsulado de canela tiene actividad

fungicida.

40



Aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa

Concentracion Viabilidad Inhibicion
(mg/mL)

50 0% 100%

25 0% 100%
12,5 0% 100%
6,25 0% 100%
3,12 0% 100%
1,56 8,40% 91,60%
0,78 21,90% 78,10%
0,39 43,10% 56,90%

Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial microencapsulado de

Hierba Luisa frente a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

100%
90%
80%
70% 56,90%
60% 78,10%
91,60%
50% ‘0 0 0 0 0
40%
30%
20% 43,10%
10% 21,90%
0
0%
50

25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39
mg/mL | mg/mL | mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL

M Inhibicién = 100% 100% 100% 100% 100%  91,60% 78,10% @ 56,90%
H Viabilidad 0% 0% 0% 0% 0% 8,40%  21,90%  43,10%

M Viabilidad  ® Inhibiciéon

Figura 8. Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial microencapsulado de
Hierba Luisa frente a Candida albicans ATCC 10231.
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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Aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa

Concentracion (mg/mL) 50 25 125 1625 312 156 0,78 0,39

Crecimiento bacteriano - - - - + + + +
Efectividad CMF CMI

1 1

CMF/CMI

1

Tabla 8. Concentracion Minima Fungicida del aceite esencial microencapsulado de

Hierba Luisa frente a Candida albicans ATCC 10231

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

El aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa mostr6 una alta capacidad para

inhibir el crecimiento fungico, ademas de presentar actividad fungicida frente a C.

albicans. En las concentraciones de 50 mg/mL hasta la concentracion de 3,12 mg/mL,

la viabilidad fue del 0%, con una inhibicién del 100%. Sin embargo, en las

concentraciones bajas, como el 1,56 mg/mL, se demostr6 una viabilidad del 8,40%; a

la concentracion de 0,78 mg/mL, se evidencié una viabilidad del 21,90%. Asimismo,

en la concentracién de 0,39 mg/mL, la viabilidad fue de 43,10%.

En la concentracion de 1,56 mg/mL se observé el metabolismo de la resazurina; en

cambio, en la concentracion de 3,12 mg/mL no se evidencid la alteracidn de color azul

avioleta y se lo determiné como CMI. La CMF fue de 6,25 mg/mL, como se evidencia

en la (Tabla 7 y 8) y la (Figura 8), puesto que desde esa concentracién no se observd

crecimiento fungico ni en concentraciones superiores. La relacion CMB/CMI fue de

1, lo que indica que el aceite microencapsulado de Hierba Luisa tiene actividad

fungicida.

3.1.4. Formacion de biopelicula de Candida albicans ATCC 10231

Cut-off No formador Débil Moderado Fuerte
formador formador formador
0,525 <0,53 0,53-1,05 1,05-2,1 >2.1

Tabla 9. Criterios de clasificacion para la formacion de biopelicula

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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Microorganismo Absorbancia Clasificacion
Candida albicans ATCC 0,585 Débil formador
10231

Tabla 10. Criterios de cepas bacterianas segln la capacidad de formacion de
biopelicula
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
La formacion de biopeliculas se puede clasificar como débil formadora si la OD se
encuentra entre 0,53 y 1,05; formadora moderada si se encuentra entre 1,05 - 2,1y
fuerte formadora si es mayor a 2,1, como se detall6 en las (Tablas 9 y 10). En el caso
de Candida albicans, se obtuvo una OD de 0,585, cayendo en la clasificacion de débil

formador de biopelicula.

3.1.5. Actividad antibiopelicula del aceite esencial microencapsulado de canela.

Concentraciones del aceite esencial Porcentaje de inhibicion de la
microencapsulado biopelicula
Control positivo 0%
0,39 mg/mL 19,90%
0,78 mg/mL 36,70%
1,56 mg/mL 61,09%
3,12 mg/mL 62,03%
6,25 mg/mL 60,76%
12,5 mg/mL 50,68%
25 mg/mL 77,22%
50 mg/mL 92,81%
Control negativo 100%

Tabla 11. Porcentaje de inhibicion de biopelicula de Candida albicans ATCC 10231

frente al aceite esencial microencapsulado de canela

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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50,68%

Porcentaje de inhibiciéon

Concentraciones del aceite microencapsulado

Figura 9. Inhibicion de biopelicula de Candida albicans ATCC 10231 frente al
aceite esencial microencapsulado de canela
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania.
La actividad antibiopelicula del aceite esencial de canela obtuvo los siguientes
resultados: en la concentracion de 50 mg/mL, la inhibicion fue del 92,81%; en 25
mg/mL, del 77,2%; en 12,5 mg/mL, del 50,68%; en las concentraciones de 6,25
mg/mL, 3,12 mg/mL y 1,56 mg/mL, fue de 60,76%, 62,03% y 61,09%,
respectivamente. En concentraciones bajas se evidencié mayor formacion de la
biopelicula; en la concentracion de 0,78 mg/mL fue de 36,70% y en la dltima
concentracion fue de 19,90%. Estos resultados demuestran que la formacion de la
biopelicula de Candida albicans depende de la concentracion del aceite esencial
microencapsulado, observandose inhibicion en concentraciones altas como 25 mg/mL
y 50 mg/mL, sin embargo, en concentraciones bajas como 0,39 mg/mL la inhibicién

es minima, como se muestra en la (Tabla 11) y (Figura 9).

3.1.6. Actividad antibiopelicula del aceite esencial microencapsulado de canela
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Concentraciones del aceite Porcentaje de inhibicion de

esencial microencapsulado la biopelicula
Control positivo 0%
0,39 mg/mL 0%
0,78 mg/mL 0%
1,56 mg/mL 6%
3,12 mg/mL 58,94%
6,25 mg/mL 90,80%
12,5 mg/mL 99,87%
25 mg/mL 99,87%
50 mg/mL 86,56%
Control negativo 100%

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion de biopelicula de Candida albicans ATCC 10231

frente al aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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Figura 10. Inhibicion de biopelicula de Candida albicans ATCC 10231 frente al
aceite esencial microencapsulado de Hierba Luisa.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania
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La actividad anti-biopelicula del aceite esencial de hierba luisa obtuvo los siguientes
resultados: en la concentracion de 50 mg/mL, la inhibicién fue de 86,56%; en las
concentraciones de 25 mg/mL y 12,5 mg/mL, la inhibicién fue de 99,87% en ambas
concentraciones. La inhibicion bajé en la concentracion de 3,12 mg/mL a 90,80%, y
conforme disminuia la concentracidn, la inhibicion también lo hacia, puesto que en la
concentracion de 1,56 mg/mL fue de tan solo el 6%. En las dos ultimas
concentraciones que corresponden a 0,78 mg/mL y 0,39 mg/mL, la inhibicion fue nula,
reportandola como 0%. Estos resultados demuestran que en concentraciones de 50
mg/mL a 6,25 mg/mL, la inhibicién es superior al 90%, a diferencia de
concentraciones bajas, donde no se evidencia inhibicion de la biopelicula, como se

muestra en la (Tabla 12) y (Figura 10).

3.1.7. Deteccidn de genes asociados a la formacion y regulacién de biopelicula en
C. albicans ATCC 10231

Candida albicans ATCC 10231 tiene la capacidad de formar una comunidad compleja
de microorganismos que se adhieren a superficies rugosas y presentan gran resistencia
a los antimicrobianos. La estructura recibe el nombre de biopelicula, que esta regulada
por genes como SAP3 y HWP1; cada uno sintetiza proteinas que ayudan a la formacion

de biopeliculas en C. albicans.
La identificacion de los genes SAP3 y HWP1 se realiz6 mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa convencional; la finalidad fue determinar si C. albicans ATCC 10231

posee los genes formadores de biopeliculas.
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Figura 11. Identificacion del gen SAP3 y HWPI en Candida albicans ATCC 10231
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados demuestran que C. albicans ATCC 10231 la presencia de los genes
SAP3 y HWP1 se expresan en cepas no tratadas. En el gel de agarosa para la
electroforesis el orden fue el siguiente: En el primer pocillo se coloc6 el Ladder que
tiene un rango de 100 pb a 2000 pb, en los siguientes siguiente pocillos se colocaron
los genes amplificados, en el octavo se coloco SAP3 donde se evidencio que el peso
molecular es de aproximadamente 87 pb, en el décimo pocillo se coloco ATC1 con un
peso aproximado de 87 pb, el cual fue el control interno en la corrida, en el doceavo
pocillo se coloco al gen HWP1 con un peso de 67 pb. Y en el Gltimo pocillo es decir
en el catorce se colocd el control negativo, que no contenia ningin gen, como se

muestra en la (Figura 11).

3.1.8. Seleccion de concentraciones del aceite esencial para purificacion del ARN
Para la purificacion del ARN se siguio el protocolo anteriormente descrito en el
apartado de metodologia. Se utiliz6 la biopelicula de C. albicans tratada con los aceites
esenciales microencapsulados de canela y hierba luisa a diferentes concentraciones,

como se evidencia en la (Tabla 13).
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Genes productores de  Concentracion del aceite
biopeliculas esencial

50 mg/mL de canela

SAP3 0,39 mg/m L de canela
50 mg/mL de hierba luisa
0,39 mg/mL de hierba luisa
Control positivo
50 mg/mL de canela

HWP1 0,39 mg/m L de canela
50 mg/mL de hierba luisa
0,39 mg/mL de hierba luisa

Control positivo

Tabla 13. Concentraciones del aceite esencial microencapsulado de canela y hierba

luisa para la purificacion del ARN

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

3.1.9. Retrotranscriptasa inversa y reaccion de la cadena de la polimerasa
convencional
Después de la purificacion del ARN de las concentraciones anteriormente descritas, se
procedio a realizar la retrotranscriptasa inversa con el protocolo mencionado en el
apartado de Metodologia con la finalidad de sintetizar ADNc de cada una de las
concentraciones. Luego se ejecuto el protocolo para la amplificacion de los genes que
regulan la formacion de la biopelicula. Se prepar6 el gel de agarosa y la electroforesis
para revelar la amplificacién de los genes a diferentes concentraciones del aceite

esencial microencapsulado de canela y hierba luisa.
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Figura 12. Amplificacion de genes en diferentes concentraciones del aceite esencial
microencapsulado de canela y hierba luisa
Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados de la amplificacion de los genes evaluados fueron los siguientes:
Control interno ACT1. en el segundo pocillo se encuentra el control positivo del gen
ACT1, en el tercer y cuarto pocillo se encuentra el aceite de canela en concentraciones
de 50 mg/mL y 0,39 mg/mL respectivamente, donde se evidencia una tenue franja del
amplicén del gen ACT1. En los pocillos quinto y sexto se encuentra el aceite esencial
de hierba luisa a concentraciones de 50 mg/mL y 0,39 mg/mL, respectivamente. Se
evidencia una fuerte franja que corresponde a la presencia del gen de control interno
ACT1 con (87pb) en las concentraciones altas y bajas de los aceites. Por ultimo, en el

séptimo pocillo se encuentra el control negativo sin ninguna amplificacion.

Por otro lado, en el octavo pocillo se encuentra el control positivo del gen HWP1; en
el noveno y décimo pocillo se encuentra el aceite de canela en concentraciones de 50
mg/mL y 0,39 mg/mL, respectivamente, donde no se evidenci6 el amplicon del gen
HWP1, lo que indica inhibicion del gen en altas y bajas concentraciones. Asimismo,
en los pocillos undécimo y duodécimo se encuentra el aceite esencial de hierba luisa a

concentraciones de 50 mg/mL y 0,39 mg/mL, respectivamente; no se evidencia en el

49



amplicon del gen HWP1 con (67pb) en las concentraciones altas y bajas de los aceites.
Por altimo, en el decimotercero pocillo se encuentra el control negativo sin ninguna

amplificacion.

De igual modo, en el decimocuarto pocillo se encuentra el control positivo del gen
SAP3; en el decimoquinto y decimosexto pocillo se encuentra el aceite de canela en
concentraciones de 50 mg/mL y 0,39 mg/mL, respectivamente, donde se evidencia una
franja del amplicon del gen SAP3 con (87pb). En los pocillos decimoséptimo y
decimoctavo se encuentra el aceite esencial de hierba luisa a concentraciones de 50
mg/mL y 0,39 mg/mL, respectivamente. Se evidencia una fuerte franja que
corresponde a la presencia del gen SAP3 en las concentraciones altas y bajas de los
aceites. Por ultimo, en el decimonoveno pocillo se encuentra el control negativo sin

ninguna amplificacion, como se evidencia en la (Figura 12).

3.2. Discusion

Candida albicans es un patégeno de gran trascendencia clinica, el cual se encuentra
frecuentemente en pacientes inmunocomprometidos o con estancias prolongadas en
las unidades de cuidados intensivos, donde su capacidad para formar biopeliculas
incrementa la tolerancia a los antifingicos convencionales hasta 1000 veces (2,3,5,6).
Esta resistencia se encuentra regulada por los genes de virulencia clave somo lo son
los genes ITS1, ITS2, ALS1, ALS3, ERG11, MDR1, ACT1, SAP3 y HWP1; sin
embargo, se tomé como referencia el gen ACT1 como control interno y los genes SAP3
y HWP1 los cuales se encargan de la adhesion y maduracion de las biopeliculas
(10,14,53-55). Ante la limitada disponibilidad de opciones terapéuticas en los diversos
servicios de salud, este estudio evalud la actividad de los aceites esenciales de
Cymbopogon flexuosus y Cinnamomum zeylanicum. Para asegurar la estabilidad de
sus compuestos activos, los aceites esenciales fueron microencapsulados mediante
spray drying con los polimeros de maltodextrina y goma arabiga(26,56-58), que es
una técnica la cual favorece la liberacion controlada de metabolitos secundarios como
el cinamaldehido y el citral (21-23,26).

La evaluacion de la actividad antimicrobiana fue determinada mediante la técnica de
Kirby-Bauer modificada (difusion en pocillos) (29-31,59), el aceite de canela
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demostré halos de inhibicion de 16 mm en la concentracion de 25 mg/mL y de 17 mm
en la concentracion de 50 mg/mL (Tabla 3; Figura 5), mientras que el concentraciones
iguales o0 menores de 12,5 mg/mL no mostraron actividad (6 mm). Por el contrario, el
aceite esencial de hierba luisa, report6 una ausencia total de halos de inhibicion (6 mm)
en todas las dosis del tratamiento aplicadas (Tabla 4: Figura 6). Los resultados
obtenidos son comparables con lo descrito por Adiana et al. (2025), quienes, al evaluar
extractos naturales mediante difusion en Agar, sefialaron que la eficacia depende de la
capacidad del compuesto para difundir en el medio (18). De la misma manera, segun
Magaldi et al. (2004), la técnica de difusion en pocillos es fundamental para el cribado
de antifungicos, pero factores como lo son la densidad del indculo influyen
directamente en la visibilidad del halo (31). Asimismo, la nula actividad de hierba luisa
bajo este método puede explicarse por lo planteado por Montero-Recalde et al. (2018),
quienes sugieren que ciertos métodos de medicion de sensibilidad pueden presentar
limitaciones inherentes para detectar la actividad de ciertos compuestos, ya que las
condiciones del agar solido van a hacer que se dificulte la migracion de los agentes
activos hacia el microorganismo(28-30,59). De esta manera, esto refuerza la necesidad
de seguir las directrices del CLSI para la interpretacion de susceptibilidad,
considerando que los halos de 6 mm indican resistencia o falta de difusion efectiva en
las condiciones del ensayo (29,30,59).

Respecto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Fungicida (CMF), ambos
aceites mostraron un efecto dosis-dependiente significativo (Canela: R=0,948; Hierba
luisa: R=0,928), como se muestra en las (Tablas 14 y 15). El canela registro un CMI
de 1,56 mg/mL y una CMF de 6,25mg/m, como se evidencia en la (Tabla 5; Figura 7)
, mientras que la hierba luisa presenté una CMlI de 3,12 mg/mL y una CMF de 6,25
mg/mL (Tabla 6; Figura 8). En ambos casos, la relacion de CMF/CMI de 1 confirmo
una actividad antifungica (Tabla 6 y 8). Estos valores demuestran una potencia
superior a los reportado por Adeola Tawakalitu Kola-Mustapha et al. (2026), quienes
fijaron la CMI de estos aceites en 100 uL/mL (19). Ademas, la eficacia observada se
alinea con los rangos de Karpinski et al. (2023), quienes establecen que los aceites
vegetales con alta actividad registran Concentraciones Minimas Inhibitorias menores
a 3,125 mg/mL (60).
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En cuanto a la actividad antibiofilm, a pesar de que la cepa ATCC fue clasificada como
un formador decil (OD=0,585) segln los criterios de clasificacion que se utilizaron
para Candida albicans, las inhibiciones logradas fueron notables, como se observa en
las (Tablas 9 y 10). La hierba luisa alcanzé una inhibicion excepcional del 99,87% en
concentraciones de 12,5 mg/mL y 25mg/mL (Tabla 11; Figura 9), superando el 70%
de la reduccion reportado por Gao et al. (2020) para esta especie (21). Por otra parte,
la canela logré una inhibicién maxima del 92,81% a 60 mg/mL (Tabla 12: Figura 10).
Estos resultados validan lo expuesto por Qureshi et al. (2025), quienes destacan que
los aceites esenciales poseen una potencia antibiofilm superior al 60% contra
patdgenos que se encuentran en los seres humanos (24).

A nivel molecular, se evalud la presencia de los genes HWP1 y SAP3 en la cepa de
Candida albicans ATCC 10231, ambos se encuentran relacionados con la formacion
y desarrollo de biopeliculas. El gen SAP3 participa principalmente en la secrecién de
proteinasas asparticas asociadas a la invasion tisular y al establecimiento inicial de la
infeccion (61), mientras que HWP1 interviene en la adhesion celular y la
transformacion morfoldgica de levadura a hifa, procesos que son fundamentales
durante la formacion y maduracion de la biopelicula (62). Tras la exposicion a los
aceites esenciales microencapsulados, en concentraciones de 50mg/mL y 0,39mg/mL,
se observaron comportamientos diferenciados en la amplificacion de estos marcadores.
El gen ACT1, utilizado como control constitutivo, mostré una banda notable mas tenue
de aproximadamente (87 pb) tras el tratamiento con canela, como se muestra en la
(Figura 12). Este debilitamiento siguiere una interferencia en la expresion basal del
hongo, coincidiendo con los expuestos por Mucci et al. (2017) y Estrada-Barraza et al.
(2011) sobre la importancia de estos marcadores para validar la estabilidad genémica
tras un tratamiento.(49,63). En cuanto al gen SAP3, se encarga de codificar proteinasas
asparticas secretadas que favorecen la degradacion de las proteinas, de la misma
manera participa en la invasion tisular y el establecimiento inicial de la biopelicula.
Presenté amplificacion en todos los tratamientos evaluados, observandose bandas de
aproximadamente (87 pb) de los aceites esenciales microencapsulados de canela y
hierba luisa es decir que este permanecio detectable en todos los ensayos, como se
muestra en la (Figura 12). Segun Benzaid eta al. (2019), la accion de los aceites

esenciales suele ser selectiva, de esta forma priorizando la inhibicion de la
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morfogénesis sobre la secrecion enzimatica basal (14). Finalmente, la deteccién de
bandas el gen SAP3 con aproximadamente (87 pb) y la inhibicion total observada en
HWP1 con (67 pb), como se muestra en la (Figura 12), sugiere que los aceites
microencapsulados ejercen un efecto diferencial sobre los genes asocuiados a la
formacion de biopeliculas en Candida albicans. Esto concuerda y respalda con lo
reportado por Shahina et al. (2022), quienes sefialan que la canela es un potente
inhibidor de rasgos de virulencia especificos sin afectar necesariamente de forma

inmediata toda la integridad gendémica este hongo (23).

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que la microencapsulacion de los
aceites esenciales permitid conservar su actividad bioldgica frente a Candida albicans
ATCC 10231, demostrando efectos antifungicos, antibiofilm y moduladores sobre los
genes asociados a la virulencia, adhesion y maduracién de las biopeliculas. En
conjunto, los resultados sugieren que estos compuestos naturales actian mediante
mecanismos complementarios que afectan el crecimiento de patégeno estudiado
relacionados con la formacién de biofilm. Por ello los aceites esenciales
microencapsulados de Cinnamomun zeylanicum y Cymbopogon flexousus constituyen
una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas al control de infecciones ocasionadas por C. albicans.

3.3. Verificacion de la hipotesis
El analisis estadistico se realizd de dos formas
e Los resultados de viabilidad por el método colorimétrico de resazurina
aplicando la correlacion entre la concentracion y la viabilidad, ademas se
realizd la comprobacion de la significancia mediante la prueba estadistica de
ANOVA, mediante el programa IBM SPSS Statistics.

Los resultados obtenidos de la actividad antibiofilm a diferentes concentraciones de
los aceites Cymbopogon flexuosus y Cinnamomum zeylanicum se analizaron de igual
manera mediante la prueba estadistica de ANOVA y aplicando el test de comparacion

multiple de Bonferroni's.

3.3.1. Hipotesis
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- Hipotesis nula (HO): Los aceites esenciales de Cymbopogon flexuosus y

Cinnamomum zeylanicum no presentan actividad antifungica y antibiofilm
contra Candida albicans ATCC 10231.

- Hipdtesis alternativa (H1): Los aceites esenciales de Cymbopogon flexuosus

y Cinnamomum zeylanicum presentan actividad antifingica y antibiofilm
contra Candida albicans ATCC 10231

3.3.2. Andlisis
a. Viabilidad del aceite esencial microencapsulado de canela frente a C. albicans
ATCC 10231
Resumen de modelo
Modelo R R2
1 0,948 0,899
Prueba SS DF MS F (DFn, Valor p
Anova DFd)
Regresion 0,534 1 0,534 53,470 0,000
Residuo 0,060 6 0,010
Total 0,594 7

Tabla 14. Validacion de hipdtesis del aceite esencial microencapsulado de canela

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados mostraron una correlacion negativa de R=0,948 entre la concentracion

del aceite esencial microencapsulado de canela y la viabilidad de C. albicans ATCC

10231. Esto demuestra que, a mayor concentracion, menor viabilidad. Por otro lado,

en la prueba de Anova se demuestra una significancia de p < 0,001, confirmando que

la concentracion del aceite de canela tiene un efecto significativo sobre la viabilidad

b. Viabilidad del aceite esencial microencapsulado de hierba luisa frente a C.
albicans ATCC 10231
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Resumen de modelo

Modelo R R2

1 0,928 0,862

Prueba SS DF MS F (DFn, Valorp
Anova DFd)

Regresion 1,797 1 1,797 37,464 0,001
Residuo 0,288 6 0,048

Total 2,085 7

Tabla 15. Validacion de hipotesis del aceite esencial microencapsulado de hierba
luisa

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados mostraron una correlacion negativa de R=0,928 entre la concentracion
del aceite esencial microencapsulado de hierba luisa y la viabilidad de C. albicans
ATCC 10231. Esto demuestra que, a mayor concentracion, menor viabilidad. Por otro
lado, en la prueba de Anova se demuestra una significancia de p < 0,001, confirmando
que la concentracion del aceite de hierba luisa tiene un efecto significativo sobre la
viabilidad.

Analisis de resultados de formacién de biopelicula consistié en un andlisis de varianza
(Anova) de una via, con la finalidad de determinar diferencia entre el porcentaje de
inhibicion de la biopelicula y las concentraciones del aceite esencial
microencapsulado. También se realizo la prueba estadistica de Bonferroni para evaluar
el nivel de significancia que existe entre el control positivo y las diferentes
concentraciones.
La prueba estadistica para la formacion de biopelicula

c. Inhibicion de la biopelicula del aceite esencial microencapsulado de canela

frente a C. albicans ATCC 10231.
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Prueba
ANOVA

Tratamiento

(entre
columnas)
Residual
(aleatorio)

Total

Comparacion

de
Bonferroni
CPvs 0,39
CPvs 0,78
CPvs 1,56
CPvs 3,12
CP vs 6,25
CPvs 12,5
CPvs 25
CP vs 50

SS

17958,539

540,624

18499,164
Diferencia

de medias

-23,08
-41,31
-64,16
-61,29
-59,81
-53,36
-72,04
-92,41

DF MS

8 2244817
18 30,035
26

95,00% CI of Diff

-39,97 a-6,19
-58,20 a -24,42
-81,05a-47,27
-78,18 a -44,40
-76,70 a -42,92
-70,25 a -36,47
-88,93 a -55,15
-109,30 a -75,52

74,741

Significancia

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

Valor p

0,000

P ajustado

0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Tabla 16. Validacion de hipotesis del aceite esencial microencapsulado de canela

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados de la prueba estadistica de Anova muestra una alta significancia, lo que

indica que la concentracion del aceite tiene un efecto significativo sobre la biopelicula.

La prueba de Bonferroni demostrd que desde las concentraciones mas bajas hasta las

concentraciones mas altas del aceite esencial microencapsulado de canela presentaron

diferencias significativas con el control positivo con p=0,0001. Estos resultados

indican que el aceite esencial inhibe significativamente la formacion de biopelicula de

C. albicans

d. Inhibicion de la biopelicula del aceite esencial microencapsulado de hierba
luisa frente a C. albicans ATCC 10231
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Prueba de SS DF MS F Valor p
ANOVA

Tratamiento | 48918,533 8 6114,817 55,421 0,000
(entre

columnas)

Residual 1986,012 18 110,334

(aleatorio)

Total 50904,545 26

Comparacion  Diferencia | 95,00% CI of Diff Significancia = P ajustado
de de medias

Bonferroni

CPvs 0,39 0,00 -32,37 a 32,37 No 1,000
CPvs 0,78 0,00 -32,37 a 32,37 No 1,000
CPvs 1,56 -20,34 -52,71a 12,03 No 1,000
CPvs 3,12 -60,12 -92,49 a -27,75 Si 0,000
CP vs 6,25 -92,38 -124,75 a -60,01 Si 0,000
CPvs 125 -99,87 -132,24 a -67,50 Si 0,000
CP vs 25 -99,87 -132,24 a -67,50 Si 0,000
CP vs 50 -82,51 -114,88 a -50,14 Si 0,000

Tabla 17. Validacion de hipotesis del aceite esencial microencapsulado de hierba
luisa.

Elaborado por Acosta Acosta Lissette Estefania

Los resultados de la prueba estadistica de Anova muestran una alta significancia, lo
que indica que la concentracion del aceite tiene un efecto significativo sobre la
biopelicula. La prueba de Bonferroni demostrd que en las concentraciones bajas como
0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL y 1,56 mg/mL no existe diferencia significativa cuando se
las compara con el control positivo, es decir, en estas concentraciones no inhibe la
biopelicula de C. albicans.

En cambio, en concentraciones que van desde 3,12 mg/mL hasta 50 mg/mL si existe
diferencias significativas con p=0,0001. Estos resultados demuestran que en
concentraciones altas del aceite esencial microencapsulado de hierba luisa inhibe la

formacion de la biopelicula de Candida albicans.
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3.3.3. Comprobacion de la hipotesis

Conforme a los datos analizados con las pruebas estadisticas antes descritas, se acepta
la hipotesis alternativa, que fundamenta lo siguiente: Los aceites esenciales de
Cymbopogon flexuosus y Cinnamomum zeylanicum presentan actividad antifingica y
antibiofilm contra Candida albicans ATCC 10231
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Los aceites esenciales microencapsulados de Cymbopogon flexuosus y Cinnamomum
zeylanicum presentaron actividad fangica y antibiofilm frente a la cepa de Candida
albicans ATCC 10231, siendo el aceite de hierba luisa el que mostro mayor eficacia
en la inhibicion de biofilm con un porcentaje de 99,87%, mientras que canela destacd
en la inhibicion del crecimiento plancténico con una CMI menos a 1,56mg/mL. Estos
hallazgos respaldan el potencial de los aceites esenciales como alternativas

terapéuticas complementarias frente a infecciones por Candida albicans

Ambos aceites esenciales microencapsulados inhibieron el crecimiento de C. albicans
de forma dosis-dependiente. El aceite de canela mostré una correlacion negativa
altamente significativa (R=0,948; p<0,001), con una CMI de 1,56mg/mL y una CMF
de 6,25mg/mL, mientras que el aceite de hierba luisa present6 una correlacion negativa
significativa (R=0,928; p<0,001), con una CMI de 3,12 mg/mL y una CMF de 6,25
mg/mL. Es por ello, que ambos aceites presentaron una relacion CMF/CMI igual a 1,
confirmando su efecto fungicida. Los resultados de la difusion en pocillos mostraron
halos de inhibicion solo pata la canela a altas concentraciones (16mm a 25mg/mL y
17 mm a 25 mg/mL), mientras que la de hierba luisa no evidencio halos de inhibicién
en todas las concentraciones 6mm, atribuibles a las caracteristicas fitoquimicas de la

microencapsulacion.

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 demostré la capacidad de formacion de
biopelicula débil con un OD de 0,585, confirmada por el ensayo mediante la técnica
colorimétrica de cristal violeta. El aceite microencapsulado de canela inhibid
significativamente el biofilm a concentraciones de 50 mg/mL (92,81%), 25 mg/mL
(77,22%) y 1,56 mg/mL (61,09%), mientras que a concentraciones bajas como 0,39
mg/mL la inhibicién fue minima (19,90%). El aceite de hierba luisa presento una
mayor consistencia inhibitoria frente a biofilm, alcanzando de esta manera una

inhibicién excepcional del 99,87% a concentraciones de 12,5mg/mL y 25 mg/mL, y
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mantuvo actividad antibiofilm significativa desde concentraciones de 3,12 mg/mL
(58,94%), hasta 50 mg/mL (86,56%), aunque a concentraciones menores como 0,78

mg/mL y 0,39 mg/mL la inhibicion fue nula.

Los genes SAP3, ACT1y HWPL1, asociados a la adhesion, regulacién y maduracion del
biofilm, fueron identificados mediante PCR convencional en la cepa de Candida
albicans ATCC 10231 sin tratamiento, con amplificacion a los tamafios esperados
(aproximadamente 87 pb, 87pb y 67pb respectivamente). La cepa tratada con canela a
50 mg/mL y 0,39mg/mL mostraron una amplificacion tenue del gen ACT1 y una franja
evidente del gen SAP3, mientras que el gen HWP1 no evidencio amplificacion en
ninguna de las concentraciones que fueron evaluadas. De la misma manera con el
aceite de hierba luisa a concentraciones de 50 mg/mL y 0,39mg/mL mantuvieron
amplificaciones fuertes de los genes ACT1 y SAP3 en ambas concentraciones, y al
igual que con canela, no se evidencio amplificacion del gen HWP1, clave para la
adhesion y formacion de hifas, mientras que los genes ACT1 y SAP3 permanecen
detectables, lo que sugiere una accion molecular de los aceites sobre los mecanismos

de virulencia asociado a la expresion genética.

En conclusién, los aceites esenciales microencapsulados de hierba luisa como
demostro ser el mas prometedor de los dos aceites evaluados en cuanto a la inhibicion
del biofilm (99,87% a 12,5-25 mg/mL), mientras que el aceite de canela mostré una
mayor eficacia en la inhibicion del crecimiento plancténico (CMI de 1,56 mg/mL), de
esta forma, posicionando a ambos aceites esenciales estudiados como candidatos
Optimos para opciones terapéuticas complementarios frente a Candida albicans ATCC
10231.

4.2. Recomendaciones

-Se recomienda evaluar los aceites esenciales de canela y hierba luida frente a aislados
clinicos de Candida albicans y otras especies de Candida no albicans para confirmar si
la actividad antifungica y antibiofilm se mantiene en cepas con diferentes perfiles de

resistencia y la capacidad de formacion de biopeliculas.
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-Dado que la técnica de Kirby-Bauer modificada subestimo la actividad de la hierba
luisa al evidenciar la ausencia de los halos de inhibicién, se sugiere optimizar las
condiciones de difusion en agar es decir el uso de emulsionantes como el DMSO o
medios suplementados e implementar la microdilucién en caldo como método de
referencia para futuros cribados de aceites esenciales con compuestos que tengan baja
difusibilidad.

-Se propone realizar estudios de gPCR para cuantificar la reduccién relativa de la
expresion de los genes HWP1, ACT1 y SAP3 tras el tratamiento con los aceites, asi
como evaluar otros genes que se encuentres asociados a la formacion de biopeliculas
para comprender el espectro completo de la modulacion molecular ejercido por estos

compuestos naturales en tiempo real.

-Dado el excelente perfil antibiofilm del aceite de hierba luisa a concentraciones de
12,5mg/mL- 25mg/mL, se recomienda explorar su aplicacion en formulaciones
farmacéuticas para el tratamiento de candidiasis, junto con estudios de seguridad y de

citotoxicidad en cultivos celulares.

-Finalmente, se sugiere realizar estudios de sinergia combinando los aceites de canela
y hierba luisa con antifungicos convencionales como el fluconazol y la Anfotericina B
para determinar posibles efectos aditivos o sinérgicos, los cuales permitan reducir las
dosis terapéuticas y minimizar los efectos adversos en el tratamiento de infecciones

por Candida albicans.
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ANEXQOS

Anexo 1. Procedimiento de viabilidad con resazurina al 0.01 %

CONTROL CAMELA HIERBA LUISA CONTROL ACEITES conTROL caLpo | COMNTROL
POSITIVO NEGATIVO
c1 cz =] ca cs C6 7 ) c9 c10 c11 c1z CONCENTRACIONES
?’J :.Il fiml fno,.ml 15ﬂonu|| 15:3nu|| 15:3nu|| 1snoﬂu.nI S0u | o 1000 | 50 —— —
A - o S o o o o 100 ul o 100 ul 100 ul 20 ul 50 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
TFJ :.II 1sn-nnulI fno,.m, :lsnonulI Jsfnm, Jsfnm, 1snonulI S0ul | 0w somw | SO —_ —
B o oo s Lo Ju gu cou 100 ul o 100 ul 100 ul 20 ul 25 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
T? ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul S0u | cou soou | Ow =0 ul 0 ul
c Ou 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul u u 100 ul 100 ul 20 ul 12,5 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
f? :.Il fﬂml 15:::u|| 15ﬂonu|| 1s:}nu|| 1s:}nu|| 1siu.nI 50Ul | 0w somu | SO — —
D - o S S S e e 100 ul - 100 ul 100 ul 20 ul 6,25 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
?’] IlJI 15"0"UI| 15"0"m| 15"0"UI| 15f?"u'| 15f?"u'| 15nanm| S0ul ) com 100w | 20U 20 ul 50 ul
E o Lo L Lo L g Lo 100 ul o 100wl 100 ul 20 ul 3,12 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul !
T? :JI 15ﬂull lﬁj)null Jﬁﬂull JS:J;UII lﬁﬂull 15ﬂu|| 50U | 2ot 00w | S0 <0 ul o0
F v oo oo oeu aeu i oeu 100 ul o 100ul | 100w 20 ul 1,56 me/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
?rj :.Il fiml fno,.ml 15ﬂonu|| 15:3nu|| 15:3nu|| 1snoﬂu.nI 50Ul | o sonw | SO — —
I e S S S S o S 100 ul o 100 ul 100 ul 20 ul 0,78 mg/mL
20ul 20 ul 20 ul 20 ul 20ul 20 ul 20 ul
?’] IlJI 15"0"UI| 15"0"m| 15"0"UI| 1Sf"m| 15:3"UI| 15nanm| S0ul ) soum a00w | 20U 20 ul 50 ul
H o L s L L e s 100 ul o 100 ul 100 ul 20 ul 0,39 mg/mL
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
CANELA HIERBA LUISA
Volumen del medio de cultive LB
Volumen de la solucion de AE + DMSO 0.1 %
Volumen del inoculo
Volumen de resazurina al 0.01 %
| Volumen de antibiotico

Realizado por: Acosta Acosta Lissette Estefania

Anexo 2. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad anti — biopelicula de
aceites esenciales.

BIOFIML Candida albicans ATCC 10231
CONTRO CONTRO
L CANELA HIERBA LUISA CONTROL CALDO CONTROL ACEITES L
POSITIV NEGATIV
4] o]
C1 C2 3 C4 5 ] 7 C8 C9 C10 C11 €12 CONCENTRACIONES
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
A 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10 ul 50 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
B 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10 ul 25 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
c 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 12,5 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul -
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
D 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 6,25 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul -
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
E 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 3,12 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul -
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
F 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 1,56 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul -
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
G 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 0,78 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul "
100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
H 10 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 10ul 0,39 mg/mL
10 ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul _
CANELA | HIERBA LUISA
Volumen de caldo BHL
Volumen del inoculo
Volumen del AE + DMSO 0,1%
Volumen antibiotico

Realizado por: Acosta Acosta Lissette Estefania
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Anexo 3. Difusion en pocillo de AE Cinnamomum zeylanicum (Canela) de Candida

albicans ATCC 10231.

Difusién en pocillo de AE Cinnamomum zeylanicum (Canela) de Candida albicans
ATCC 1023.

50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL y 6,25
mg/mL

3,12 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL y
0,39 mg/mL

Anexo 4. Difusion en pocillo de AE Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa) de Candida

albicans ATCC 10231.

albicans ATCC 10231

TR

g & o —

Difusién en pocillo de AE Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa) de Candida

50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL y 6,25
mg/mL

3,12 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL y
0,39 mg/mL
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Anexo 5. Vlablhdad con resazurina al 0,01% de Candzda albzcans ATCC 10231
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Anexo 6. Concentracion Minima Fungicida de AE Cinnamomum zeylanicum (Canela)
de Candida albicans ATCC 10231

Concentraciéon Minima Fangica de AE de Cinnamomum zeylanicum (Canela) de
Candida albicans ATCC 10231

Cara anterior
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50 mg/mL 3,12 mg/mL

1,56 mg/mL 0,78 mg/mL

0,39 mg/mL

Anexo 7. Concentracion Minima Bactericida de Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa)
de Candida albicans ATCC 10231.
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Concentracién Minima Fungica de AE de Cymbopogon flexuosus (Hierba luisa)
de Candida albicans ATCC 10231

Cara anterior

1,56 mg/mL 0,78 mg/mL

0,39 mg/mL
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Anexo 8. Aprobacion tema y tutor

Resolucion Nro. UTA-CD-FCS-2026-0467

Ambato, 05 de marzo de 2026

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias de la Salud, mediante sesién ordinaria del
04 de Marzo de 2026, en conocimiento del acuerdo UTA-UAT-FCS-2026-0104-A,
suscrito por el Ledo. Mg. Mario Vilcacundo Cérdova, sugiriendo se apruebe la modalidad
Trabajo de Titulacién del/la sefior/ita ACOSTA ACOSTA LISSETTE ESTEFANIA con
cédula de ciudadania No 1804724951 estudiante de la carrera de Laboratorio Clinico,
para el periodo académico enero — julio 2026.

Que, el numeral 6.1 del Instructivo del Reglamento para la Titulaciéon de Grado en la
Universidad Técnica de Ambato, aprobado mediante la Resolucién Nro.
CAU-P-681-2023, de fecha 29 de noviembre de 2023, y reformado mediante la
Resolucion Nro. CAU-P-290-2025, de fecha 19 de mayo de 2025, establece las
modalidades de titulacién y el procedimiento para su aprobacion.

CONSEJO DIRECTIVO, RESUELVE:

APROBAR la modalidad Trabajo de Titulacion del/la seiior/ita ACOSTA ACOSTA
LISSETTE ESTEFANIA con cédula de ciudadania No 1804724951 estudiante de la
carrera de Laboratorio Clinico, para el periodo académico enero - julio 2026, segiin

el siguiente detalle:
Opcidn Proyecto de investigacion
modalidad
Tema Evaluacién antifingica y anti biofilm de aceites esenciales en

Candida albicans ATCC 10231

Tutor PhD. Maria Elizabeth Proafio Pérez

¢ DEJAR CONSTANCIA de que el presente trabajo de titulacién forma parte del
proyecto de investigacién: “Evaluacién de la actividad antimicrobiana y antibiofilm
de aceites esenciales micro encapsulados™, aprobado mediante la Resolucién Nro.
UTA-CONIN-2023-0185-R.

Documento firmado electrénicamente

Dr. José Luis Herrera Lépez
PRESIDENTE CONSEJO DIRECTIVO - FCS
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