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RESUMEN

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de la especie vegetal Lasiocephalus ovatus
Schltdl. (Asteraceae), denominada comunmente Arquitecta, fue evaluada frente a cepas
bacterianas de interés clinico como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Enterococcus faecalis. Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las
causas mas importantes de muerte en la humanidad. El aceite esencial se obtuvo de las partes
aéreas de la planta mediante el método hidrodestilacion y se analiz6 usando cromatografia de
gas-espectrometria de masas. La prueba de actividad antibacteriana se realiz6 in vitro, y la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) se
determinaron mediante el método de microdilucion en caldo. El rendimiento obtenido fue de
0,05%, calculado sobre la base del peso de 4.400 g de material vegetal fresco y el componente
mayoritario resultd ser el Camphor (40,48%), seguido de 5,5-dimethyl-2-ethyl-1,3-
cyclopentadiene (11,90 %) y para-mentha-1,5-dien-8-ol (5,23 %). El aceite de L. ovatus mostr6
actividad antimicrobiana frente a las cuatro bacterias, inhibiendo en mayor proporcién el crecimiento
de E. coli y S aureus, con CMIs de 200-400 ug/mL. La inhibicion bacteriana mostrada frente a E.
faecalis y P. aeruginosa fue menor, con CMIs de 1600-3200 pg/mL y 3200-6400 pg/mL,
respectivamente. Este aceite esencial puede ser una fuente natural bactericida frente a otras

cepas bacterianas.

Palabras claves: Lasiocephalus ovatus, aceite esencial, actividad antibacteriana, in vitro.



Abstract

The antimicrobial activity of essential oil of the plant species Lasiocephalus ovatus
Schitdl. (Asteraceae), commonly known as Arquitecta, It was evaluated against
bacterial strains of clinical interest such as Escherichia coli, Staphylococcus aurcus,
Pseudomonas aeruginosa, and Enterococcus faccalis. Infectious diseases remain one of
the most important causes of death. The essential oil was obtained from the aerial parts
of the plant by the hydrodistillation method and it was analyzed using gas
chromatography-mass spectrometry, The antibacterial activity test was carried out in
viro. The minimum  inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (BMC) were determined by the broth microdilution method.. The yield
obtained was 0.05%, it was calculated based on the weight of 4,400 g of fresh vegetable
material and lhc major component was camphor (40.48%), followed by 5.5-dimethyl-2-
ethyl-1.3-cyclopentadiene (11.90%), and para-mentha-1.5-dien-8-ol (5.23%). The oil of
L. ovatus showed antimicrobial activity against the four bacteria, inhibiting in greater
proportion the growth of E. coli and $ aureus, with MICs of 200-400 pg / mL. The
“"bacterial inhibition shown against E. faecalis and P. acruginosa was lower, with MICs
of 1600-3200 pg / mL and 3200-6400 pg / mL, respectively. This essential oil may be a

natural bactericidal source against other bacterial strains.

Keywords: Lasiocephalus ovatus, essential oil, antibacterial activity, in vitro.

Reviewed by: Célleri, Silvanaiieea®”
Language Center Teacher



INTRODUCCION

El presente proyecto de investigacion se fundamenta en la determinacion de la actividad
antimicrobiana y andlisis de la composicién quimica del aceite esencial obtenido de las partes
aéreas de la planta Lasiocephalus ovatus Schltdl. (Asteraceae), comprada en el Mercado San
Alfonso de la ciudad de Riobamba a los expendedores de plantas medicinales que crecen en

Ecuador.

El interés por la investigacion de productos naturales y sus derivados se inicia desde tiempos
remotos, ya que se han utilizado como agentes terapéuticos desde la antigiedad y en la
medicina tradicional para el tratamiento de muchas enfermedades.™ Los productos naturales
han sido las fuentes mas exitosas de posibles farmacos potenciales y han desempefiado un
papel importante en el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra diversos objetivos
farmacolégicos.?. En este sentido, se ha incrementado el nimero de investigaciones
cientificas en la busqueda de productos naturales que presentan diferentes actividades

bioldgicas, siendo las més estudiadas la antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria.®**

La importancia de los productos naturales es claramente enorme y muchas plantas superiores
contienen nuevos metabolitos con diferentes propiedades biolégicas, alrededor del 25% de los
farmacos de plantas se prescribieron en todo el mundo y 121 compuestos activos estan en uso
actual.® Se considera que, de las 1073 moléculas clasificadas segin las categorias de
enfermedades, el 69% (n=195) de los compuestos antiinfecciosos, que implican agentes
antibacterianos, antifungicos, antiparasitarios y antivirales, son de origen natural o inspirados
en éstos.”) Continta activamente la blsqueda de nuevas especies en las regiones mas remotas

y menos exploradas del planeta.®

Las plantas medicinales han sido utilizadas para el tratamiento de enfermedades infecciosas.®
La investigacion actual en el descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales
implica un enfoque multifacético que combina técnicas botanicas, fitoquimicas, bioldgicas y

moleculares.®®

En las Gltimas décadas, los aceites esenciales y extractos de hierbas se han convertido en
interesantes fuentes de productos naturales, ya que representan una alternativa a los
antimicrobianos y antioxidantes sintéticos en la industria farmacéutica, medicina alternativa y

terapias naturales,®>*" asi como en la industria alimentaria.®*?

Los aceites esenciales (AE) obtenidos de plantas son bien conocidos en la medicina

tradicional y con el avance cientifico se ha demostrado la presencia de numerosos compuestos
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quimicos, a los que se les han atribuido diversas propiedades bioldgicas, como por ejemplo:
actividades antimicrobianas, citotoxica, antioxidante, hipoglucemiante, entre otras. La

actividad antibacteriana de los EOS es bien citada en la literatura.?

El género Lasiocephalus, de la familia Asteraceae, comprende cerca de 27 especies™®
distribuidas en la cordillera de los Andes, desde Venezuela hasta Bolivia y Peru, con una
mayor riqueza de especies en Ecuador, y crecen entre 3500-4800 m sobre el nivel del mar.*¥
Lasiocephalus ovatus Schltdl. (sindnimos: Culcitium uniflorum (Lam.) Hieron., C. reflexum
H.B.K. Gnaphalium uniflorum Lam.) es una planta herbacea que crece en Ameérica del Sur,

especialmente en Ecuador y Colombia.*®

Un trabajo escrito por Ceron en 2006 sobre plantas medicinales de los Andes ecuatorianos,
refiere que la especie vegetal Lasiocephalus ovatus Schitdl. (de nombre comin Arquitecta) es
una planta nativa, utilizada por la poblacién para tratar la inflamacion, Ulcera y prostata, y esta
dentro de las 273 especies medicinales que se expenden en las hierberfas de los mercados.™®
Asimismo, Ruales y Guevara en 2010 describen en su articulo sobre la flora patrimonial de
Quito y sus alrededores descubierta por la expedicion de Humboldt y Bonpland en el afio
1802, a la especie L. ovatus Schitdl. como un arbusto de estatus nativa y colectada en la

localidad Monte Pichincha.®”

La especie L. ovatus, se utiliza en Colombia en la medicina popular como lavado vaginal para
regular el flujo y en Ecuador como diurético, depurativo y para tratar la sifilis."® Las hojas de
C. reflexum se utilizan en forma de decoccién como remedio depurativo y diurético en la
medicina popular local y por via topica para el tratamiento de algunas afecciones

inflamatorias de la piel.*®

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas mas importantes de muerte en
la humanidad.®® Los antibiéticos han salvado millones de vidas, sin embargo, una amenaza
creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la resistencia bacteriana a los antibiéticos.”
La resistencia a los antimicrobianos pone en peligro la eficacia de la prevencion y el
tratamiento de una serie cada vez mayor de infecciones por bacterias, hongos, parasitos y
virus. Estan apareciendo nuevos mecanismos de resistencia que se propagan a nivel mundial y
ponen en peligro nuestra capacidad para tratar enfermedades infecciosas comunes, con el
consiguiente aumento de la discapacidad y las muertes, y la prolongacion de la
enfermedad.®? Por ejemplo, se calcula que las personas infectadas por Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina tienen una probabilidad de morir un 64% mayor que las infectadas

por cepas no resistentes.??



Por los antecedentes descritos nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
¢Presentard actividad antimicrobiana el aceite esencial de la especie vegetal Lasiocephalus
ovatus Schltdl. frente a las cepas bacterianas de interés clinico como Staphylococcus aureus,
Enterococus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa?.

La OMS publica su primera lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los antibioticos, en
la que se incluyen las 12 familias de bacterias més peligrosas para la salud humana, con el fin
de tratar de guiar y promover la investigacion y desarrollo (1+D) de nuevos antibidticos, como
parte de las actividades de la OMS para combatir el creciente problema mundial de la
resistencia a los antimicrobianos. Estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar
nuevas formas de resistir a los tratamientos y pueden transmitir material genético que permite
a otras bacterias hacerse farmacorresistentes.®

Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) como oficina regional de la OMS, en
un informe realizado en el periodo 2010-2014 se reporta que en Ecuador para el afio 2007 las
enfermedades del sistema urinario ocupan el décimo y tercer lugar en hombres y mujeres,
respectivamente, dentro de las primeras 10 causas de muerte.®” Asimismo, la OPS revelé que
en el afio 2009 en este pais existia un porcentaje de resistencia de E. coli a Cefalosporinas de
tercera generacion que oscilaba entre el 18-20% y para K. pneumoniae entre 42-48%, y a
nivel de Latinoamérica la frecuencia de infecciones causadas por gérmenes productores de f3-
lactamasas es superior al 32% y 58% para E. coli y K. pneumoniae respectivamente.®

En un estudio realizado entre enero de 2010 y diciembre de 2011 en el Hospital General
Docente de Riobamba, con el objetivo de determinar el perfil de resistencia bacteria a
infeccion de vias urinarias en pacientes embarazadas atendidas en el servicio de ginecologia y
obstetricia, se encontrd que existe elevada resistencia de E. coli al tratamiento con ampicilina,
fosfomicina, nitrofurantoina, trimetroprin — sulfametoxazol y a la amoxicilina + acido
clavulanico.®®

Sobre la base de estas consideraciones, este estudio permitio conocer la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schltdl (Asteraceae) frente a
estirpes bacterianas de interés clinico y los constituyentes quimicos mayoritarios del mismo,
gue podrian ser fuentes de elaboracion de nuevos farmacos contra diversas enfermedades

infecciosas presentes en el ser humano.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de la especie Lasiocephalus ovatus

Schltdl. de la familia Asteraceae, comprada en el Mercado San Alfonso de la ciudad de

Riobamba a los expendedores de plantas medicinales que crecen en Ecuador, frente a cepas

bacterianas Gram positivas y Gram negativas de interés clinico.

Objetivos Especificos

1.

Obtener la ficha de la identificacion botanica de la especie vegetal realizada por un
especialista en el area.

Extraer el aceite esencial de la especie vegetal mediante la técnica de hidrodestilacion
empleando la trampa tipo Clevenger.

Analizar la composicion quimica del aceite esencial determinada mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de L. ovatus Schltdl. frente a
las bacterias Gramnegativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; Yy
Grampositivas Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, mediante el método de
microdilucién en caldo usando placas de 96 pocillos.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) del aceite esencial de L. ovatus Schltdl. frente a las cepas

evaluadas.



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

La terapia antimicrobiana se ha desarrollado en un periodo breve en la historia de la
humanidad. A pesar de ésto, gracias al ingenio del hombre y el rapido avance de la ciencia y
la tecnologia, se consiguié en poco tiempo el desarrollo de un importante nimero de diversos
grupos de antimicrobianos que cubren el espectro de la flora bacteriana patégena. Sin
embargo, la lucha contra un grupo de organismos que nos precedieron en la evolucién por
millones de afios no ha sido facil, y estos organismos tienen la suficiente versatilidad
evolutiva para responder con diversos mecanismos de resistencia que van haciendo ineficaz la

accion del antibacteriano.®”
Antecedentes historicos de las plantas con fines beneficiosos

A través de los siglos y basado en un conocimiento empirico, el hombre ha utilizado las
plantas como fuente para la elaboracion de medicamentos, ya sea en las preparaciones
tradicionales o en farmacos. Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos
un recurso para cubrir las necesidades terapéuticas y hoy en dia se han convertido en un hecho
cientifico universal. La fitoterapia (Fito=planta; terapia=curacion) es considerada la medicina
méas ancestral por excelencia. En la India, China, Egipto, Roma y el medio Oriente
comenzaron desde entonces a desarrollar sus materias médicas. Algunos de los primeros
manuscritos descubiertos, recopilan la informacion sobre el poder curativo de las plantas. Es
asi que histéricamente, las plantas medicinales siempre han estado ligadas con el bienestar de

la humanidad.®®
Importancia de las plantas medicinales

Las plantas medicinales se han utilizado como una fuente de medicina en todas las culturas
desde tiempos inmemoriales. Inicialmente las plantas fueron utilizadas por la gente para
satisfacer sus necesidades nutricionales. Existe una variedad de especies de plantas que
todavia se utilizan en muchas partes del mundo como Asia, Sudamérica y Africa como
remedios contra varias enfermedades. A pesar de que la Organizacién Mundial de la Salud
informo que el sistema de atencion primaria de salud para el 60% de la poblacion del mundo
esta representado por las medicinas tradicionales, un gran numero de especies de plantas con
potenciales actividades biologicas no han sido exploradas. La eficacia de las medicinas
tradicionales es ahora un hecho supuesto debido a su mejor compatibilidad con el cuerpo
humano, una mejor aceptabilidad cultural en todo el mundo y menores efectos secundarios.

En varias culturas humanas alrededor del mundo mas de 35.000 especies de plantas se estan



utilizando para fines medicinales y para el cuidado médico primario, casi 80% de las
poblaciones mundiales confian en estas medicinas tradicionales que incluyen el uso de

extractos de la planta la mayor parte del tiempo.©®

Las plantas tienen una inmensa importancia en el campo de los medicamentos, ya que han
sido utilizados para el tratamiento de muchas enfermedades durante miles de afios. A partir de
la morfina que se aislo del opio en el siglo XIX, ahora los compuestos activos son también
aislados de plantas medicinales. Anteriormente, cuando se descubrio el papel de las plantas
medicinales en los farmacos, se aislaron una serie de farmacos, algunos de los cuales todavia

estan en nuestro uso.®?
Plantas antimicrobianas

Las plantas producen una gran cantidad de compuestos quimicos con caracter antimicrobiano,
algunos de los cuales muestran una actividad in vitro comparable a los antimicrobianos
utilizados en clinicas. El arsenal terapéutico del reino vegetal es incalculable, ya que hasta el
momento se conoce un porcentaje muy pequefio de los compuestos naturales procedentes de
las plantas. Estas sustancias pueden ser utilizadas directamente o como base para nuevos

principios en el tratamiento de las infecciones y enfermedades.®?
Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se refiere a la capacidad de impedir la proliferacion de bacterias
que pueden causar infecciones graves o incluso la muerte de los seres humanos. Hay una
amplia diversidad de familias y grupos de antimicrobianos de interés clinico. Los mecanismos
por los que los compuestos con actividad antibacteriana inhiben el crecimiento o causan la
muerte de las bacterias son muy variados, y dependen de las dianas afectadas. Atendiendo a
su efecto antibacteriano, los antimicrobianos se han clasificado tradicionalmente en
bactericidas (ejercen una accion letal para la bacteria) o bacteriostaticos (solo inhiben
transitoriamente el crecimiento bacteriano). Algunos compuestos, aun siendo incapaces de
inhibir o matar las bacterias, pueden bloquear sus mecanismos de resistencia, por lo que
usados en combinacién con otros antimicrobianos potencian la accion de estos ultimos; de

este grupo de sustancias solo se emplean en clinica algunos inhibidores de B-Iactamasas.(32)

Caracteristicas de la especie vegetal Lasiocephalus ovatus Schitdl.

Familia Asteraceae: Es de las familias de plantas con flores con mayor nimero de especies
(mas de 20.000 especies y 1.100 géneros), y de mayor distribucion en todo el mundo. La

mayoria son especies herbaceas anuales o perennes y algunas son arbustos o arboles.



Esta familia contiene especies de importancia econdmica como el girasol (Helianthus annuus
L.), comestibles como la lechuga (Lactuca sativa L.), ornamentales como las dalias,
alimentarias como el estragon (Artemisia dracunculus L.) y medicinales como la manzanilla
(Chamaemelum nobile (L.) All.).¢?

Es parte de la familia mas representativa del paramo ecuatoriano (Asteraceae), pertenece a la
tribu Senecioneae una de las tribus que contribuyen a la mayor diversidad de dicha familia en
los altos Andes. En el paramo la tribu esta representada por algunos géneros importantes
como Senecio, Pentacalia y Lasiocephalus. Hierbas o subarbustos hasta de 0,8 m, flexuosos,
con grueso indumento aracnoideo, gris-blanquecino sobre todo en las partes jovenes,

glabrescentes con la edad, los tallos con costillas notorias.®

Género Lasiocephalus: Especificamente es un género neotropical de los altos Andes,
presenta dos tipos diferentes de crecimiento: uno de forma trepadora y hojas anchas
ligeramente lefioso en la base del tallo, presente en el limite del superior del bosque y otro de
plantas herbaceas de hojas estrechas con habito arbustivo. Son subarbustos erectos hasta de
0,5 m, densamente cubiertos en todas sus partes por una capa densa de indumento lanoso-
aracnoideo, gris-blanquecino, el tallo redondeado. Hojas alternas, dirigidas hacia arriba, de
lanceoladas a oblongo-lanceoladas, 1,5-3 cm de largo, el haz color verde oscuro con
indumento laxo, el envés completamente cubierto por el indumento blanquecino, la base sésil
y abrazadora. Inflorescencias terminales hasta 8 cm, con 3-4 cabezuelas hasta de 1,5 cm,
sobre pedunculos largos, mutantes, rodeados de bracteas alargadas densamente cubiertas por
el indumento, flores tubulares, color verde-limén, vilano alrededor de 8 mm, de aristas

blancas.®

Especie Lasiocephalus ovatus Schltdl.: Esta especie se caracteriza por presentar un peciolo
canaliculado adaxialmente; en la flor muestra una diferencia abrupta entre la seccién basal
tubular y el limbo de la corola, con l6bulos de la corola acuminados y una prolongacion del
ovario que se acopla al estilopodio.*® Habitat: 2500-4500 m.s.n.m. Andes. Manejo: Nativa
silvestre.®® Nombre comin: Arquitecta Habito: Subarbusto o arbusto. Origen: Nativa. La
Tabla 1 describe la taxonomia de esta especie y la Figura 1 muestra una fotografia de la

misma.

Usos medicinales: En la medicina popular local la especie L. ovatus en Colombia se utiliza en
lavados vaginales para regular el flujo. En Ecuador, las hojas de L. ovatus se usan en forma de

decoccion como diurético, depurativo y para tratar la sifilis, y por via tdépica para el



tratamiento de algunas afecciones inflamatorias de la piel.*>*® Asi mismo, en infusién se

usan para tratar inflamaciones de vias urinarias, afecciones del higado y rifiones.®

Tabla 1. Taxonomia del genero Lasiocephalus
ovatus Schitdl. o

ﬁlylum: Magnoliophyta \

Clase: Magnollopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae ‘ _
Género: Lasiocephalus =
Epiteto especifico: ovatus
Autor: WILLD. EX SCHLTDL
Especie: Lasiocephalus ovatus
Fenologia: fruiting Figura 1. Especie Lasiocephalus ovatus
Determinador: Diaz P., S Schltdl.

Fecha de determinacion: 1

Fuente: Lasiocephalus ovatus Schltdl. - Asteraceae
http://www.biovirtual.unal.edu.co/es/colecciones/de
tail/326483/.flickr.com%2Fphotos%2Fchdeff_phot
05%2F5980454635&psig=AFQjCNGqILYIWVgZ
h4_wL6uipFooMHAOD-
A&ust=1493884575372295jardinbotanico.html

Distribucion geografica: Es endémico de los Andes, con sus especies distribuidas en los
paramos y bosques desde Venezuela hasta Bolivia y Perd, su centro de mayor diversidad esta

en Ecuador y Colombia (Figura 2).9%

Figura 2. Situacion geografica de Lasiocephalus ovatus Schltdl. (Culcitium ovatum (Schltdl.) S.F.
Blake)

Fuente: Planta Lasiocephalus ovatus Schltdl. http:/iwww.discoverlife.org/mp/20m?w=720&r=0.125&e=-

36.00000&n=24.00000&z=0&kind=Culcitium+ovatum&la=24&lo=-
36&btxt=Encvclooedia+of+Life&burl=htto://www.eol.ora/paces/5116949&bi=/DB/loaos/eol.ona&b=EOL/paces/5116949?137.313


https://es.wikipedia.org/wiki/Asterales
https://es.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Willd.
https://es.wikipedia.org/wiki/Schltdl.

Composicion quimica del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schitdl.

Segun las referencias bibliogréaficas disponibles, no existen informes especificos con respecto
a la composicion quimica y actividad bioldgica del aceite esencial de L. ovatus y pocos

informes al respecto de otras especies del genero Lasiocephalus.
Aceites esenciales (AES)

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles producidos por
organismos Vivos Y aislados por medios fisicos (prensado y destilacion) de una planta entera o
parte de planta de origen taxonémico conocido. Los principales compuestos respectivos se
derivan principalmente de tres vias biosintéticas solamente, la via del mevalonato que
conduce a los sesquiterpenos, la via del metil-eritritol que conduce a los mono y diterpenos, y
la via del &cido shikimico en el camino a los fenilpropenos. Sin embargo, hay un ndmero casi
incontable de sustancias individuales y una enorme variacion en la composicion de los aceites
esenciales.®® Muchas de estas sustancias volatiles tienen diversas funciones ecoldgicas.
Pueden actuar como mensajeros internos, como sustancias defensivas contra herbivoros o
como volatiles, no sélo dirigiendo enemigos naturales a estos herbivoros, sino también
atrayendo insectos polinizadores a su huésped. Es bien conocido que los AEs ejercen muchos
efectos en los cuerpos de animales y humanos. Muchos autores han descrito diversas
actividades bioldgicas. El tratamiento de enfermedades comunes como artritis reumatoide,
dolor, infecciones microbianas, cancer, y muchos mas, con métodos alternativos que emplean
AEs, sigue siendo tema actual. Debido a una alta tasa de resistencias contra el tratamiento
comun, la ciencia estd en la blsqueda de oportunidades alternativas o al menos

complementarias de tratamiento.®”

Localizacién de los AEs

Los AEs son productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal. Pueden estar en
diferentes 6rganos: raiz, rizoma (jengibre), lefio (alcanfor), hoja (eucaliptus), fruto (anis),

sumidades floridas (F. Labiatae).®®
Componentes de los AEs

1. Monoterpenos: Son biogenéticamente derivados de dos unidades de isopreno y estan
distribuidos en una gran variedad de sistemas vivos, plantas, microorganismos e insectos;
algunos tienen funciones especificas en el individuo, otros presentan actividades bioldgicas de

distintas maneras.



2. Sesquiterpenos: Son estructuras que contienen 15 dtomos de carbono, presentan una gran
diversidad esqueletal como resultado de la facilidad de rearreglarse que tienen estas

estructuras.

3. Compuestos aromaticos derivados del fenilpropano: son muchos menos frecuentes que el

mono Y el sesquiterpeno, derivan en su mayoria, del fenilpropano C6-C3.

4. Compuestos derivados de la degradacion de acidos grasos: Existen ciertos compuestos
aromaticos como los aldehidos, cetonas, acidos o alcoholes con cuatro o cinco atomos de
carbono, que son formados por la degradacién de &cidos grasos y se encuentran

principalmente en los frutos. %)
Actividad farmacoldgica de los AEs

Poder antiséptico: Este se manifiesta frente a diversas bacterias patdgenas, incluso cepas
habitualmente a los antibioticos. Algunos Aes también son activos frente a hongos

responsables de micosis y frente a levaduras (Candida).

Propiedad espasmolitica y sedante: Numerosas drogas con aceites esenciales son catalogadas

como eficaces para disminuir los espasmos gastrointestinales.

Propiedad irritante: Ciertos productos por topica, provocan aumento de la microcirculacion,
sensacion de calor y, en ciertos casos, ligera accion anestésica local. En la actualidad, son aun
numerosas las pomadas, cremas o0 geles a base de AEs destinadas aliviar distensiones,

esguinces y otras molestias articulares o musculares.“?

Los AEs han sido utilizados a lo largo de la historia en forma empirica y debido a las
propiedades bioldgicas de sus compuestos como antifingica, antibacteriana, antiviral,

anticancerigena, entre otra, constituyen la base de numerosas terapias homeopaticas.“%

Mecanismo de accion de los AEs como antimicrobianos

Tienen la capacidad de romper la pared celular de ciertos microorganismos y suprimir su
actividad enzimatica. Ademas, pueden inhibir las endotoxinas de patdgenos Gramnegativos y
Grampositivos. Estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de los AEs para

ejercer un efecto bactericida.®®

Estructura bacteriana

Las bacterias en su estructura presentan componentes externos que son denominados
permanentes o constantes y son la membrana citoplasmaética, pared celular y el citoplasma con
todos sus componentes (Figura 3). A partir de ello y de acuerdo a sus caracteristicas a las

bacterias se les clasifica en grupos en relacion a la presencia de peptidoglucano en la pared
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celular y los aparatos externos que lo conforman. De igual manera la clasificacion bacteriana
puede ser favorecida por la aplicacion de un procedimiento denominado tincién Gram que
utiliza como colorantes principales a la violeta de genciana y a la safranina, para dotar de
color a las bacterias. Por medio de esta técnica se realiza la division en el laboratorio de las
bacterias en dos grandes grupos de acuerdo a la capacidad de tincion que presentan en:
Grampositivas y Gramnegativas con diferencias particulares (Tabla 2).“?

membrana o« osoma  tabique de
plasmatica division capsula

capsula

membrana

cuerpos de SN
inclusién
capa de
peptidoglicanos| pared
pareddcelular celular
e lipoproteinas
peptidoglicano espacio
periplasmico

---------------------

' \ l
rbosomas  Cromosomas
flagelo——\ " protehas de e
superficie

Figura 3. Estructura bacteriana.

Fuente: Estructura Bacteriana. http://cmapspublic3.ihmc.us/rid=1LHFDD80N-
HB69XWN-4Z5T/Estructura%20bacteriana.cmap

Tabla 2. Diferencias entre las paredes celulares de bacterias Gram positivas y Gram
negativas

GRAM POSITIVAS GRAM NEGATIVAS
Estructura Mas gruesa y quimicamente sencilla ~ Mas fina, pero quimicamente mas compleja
Contenido de lipidos  Bajo (1-4%) Alto (11-22%)
Peptidoglucano Mayor cantidad (60%) Menor cantidad (10%)
Acidos teicoicos Presentes Ausentes
Lipopolisacaridos Ausentes Presentes

Bacterias de interés clinico que se emplean en este estudio
Estirpes bacterianas Grampositivas

Staphylococcus aureus: Es una bacteria oportunista que forma parte de la microflora
humana. La colonizacién mas frecuente por la mucosa nasal como también de la piel, el

principal reservorio lo constituye el hombre enfermo o el portador. Es mas frecuente la
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colonizacion en el hospital, especialmente en pacientes con hemodialisis, diabéticos tipo 1,
pacientes con lesiones cuténeas, sujetos infectados con VIH y adictos a las drogas.“?

Tiene la morfologia propia de los estafilococos, es hemolitico produce la enzima coagulasa y
un pigmento carotenoide. Causa procesos patolégicos por mecanismo invasivos, toxigénicos e

inmunopatolégicos.“?

Entre 20 y 50% de la poblacién mundial es portadora de S. aureus en fosas nasales y 30% de
forma permanente en piel y tracto gastrointestinal. Cuando las barreras mecanicas se rompen,

esta bacteria puede alcanzar los tejidos mas profundos y producir enfermedad.

Enterococcus faecalis: Es un coco Gram positivo anaerobio facultativo que puede aparecer
solo, en pares o en cadenas.” EI habitat normal es en la microbiota del tracto gastrointestinal,
pero puede encontrarse transitoriamente en el tracto hepatobiliar, vagina, cavidad oral y

lesiones de tejidos blandos.“®

A pesar de su baja virulencia, pueden causar infecciones graves y ser responsables de cole
cistitis, peritonitis, septicemia, endocarditis y meningitis. Es la especie responsable de la
mayoria de las infecciones causadas por enterococos. Durante los Ultimos 30 afios, los
enterococos han pasado de ser considerados agentes comensales de escasa patogenicidad a

convertirse en la segunda o tercera etiologia mas frecuente de infeccién nosocomial.“”
Estirpes bacterianas Gramnegativas

Escherichia coli: Es una especie que se halla en el tubo digestivo del hombre y de los
animales de sangre caliente. Es causante de enteritis por diferentes mecanismos. Estas cepas
poseen factores de virulencia que la hacen, entero patégenas como son adhesinas especificas,
tienen sistemas para la penetracion intracelular y produccion de toxinas. Es causante de las
mayorias infecciones de las vias urinarias (IVU) en la mujer. Asi mismo, puede causar

colecistitis, peritonitis, neumonia y bacteriemia.“*®

Pseudomonas aeruginosa: Es un bacilo gramnegativo, cuenta con muchos factores de
virulencia, incluidos componentes estructurales, toxinas y enzimas. Se ubica en la naturaleza
y en los ambientes himedos de los hospitales; causando diferentes cuadros clinicos (Murray,
2009).4®

Es uno de los patdgenos nosocomiales globalmente dominantes; ocasiona una amplia gama de
infecciones, algunas tan severas como neumonia o bacteriemia, cuadro que se complica aln

mas debido a su resistencia intrinseca a diversos antibidticos y a su notable capacidad de
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adquirir nuevos mecanismos de resistencia, asociandola a elevados indices de mortalidad y

convirtiéndola en un serio problema de salud publica.“?
Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Los antimicrobianos actuan inhibiendo diversos procesos metabdlicos que son esenciales para
la supervivencia de los microorganismos. La especificidad de accion depende de que el
farmaco sea natural o sintético, bloquee una enzima o sustrato no presente en las células
eucariotas humanas o suficientemente distintas. Los mismos que tienen efectos sobre una
diversidad de bacterias, sus mecanismos de accion difieren basados en las caracteristicas
vitales de cada organismo.®% Estos act(ian en distintos niveles: en la pared celular inhibiendo
la biosintesis del peptidoglucano (capa esencial para la supervivencia de las bacterias), dafio a
nivel de la membrana citoplasmatica, inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y de la

funcién ribosomal, inhibidores de betalactamasas (Figura 4).®%

2. Distorsion de la funcion de
la membrana celular
(Ejemplo: polimixina B, colistin.

1. Inhibicicn de la sintesis de la pared bacteriana.
{Ejemplo: penicilina, cefalosporinas,
vancomicina, teicoplanina, fosfomicina)

Membrana celular bacteriana

3. Inhibicion de la
sintesis de proteinas,
] (Ejemplo:

4 aminoglicésidos,
tetraciclina,
cloranfenicol,
macrolidos,
cstreptograminas,
lincosamidas,
oxazolidinonas)

4. Inhibicion de la
sintesis de dcidos nucleicos.
(Ejemplo: fluorquinolonas,
rifampicina)
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5. Inhibicion de la sintesis del acido félico
(Ejemplo: sulfamida, trimetoprima).

Figura 4. Mecanismos de accion de los antibioticos

Fuente: Mecanismo de accion de los Antimicrobianos.
https://es.slideshare.net/HansJc/mecanismo-de-accin-de-los-antibioticos

Actividad antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos se comportan de diversas maneras: como bactericidas y como
bacteriostaticos. Como bactericidas, producen la muerte de los microorganismos responsables
del proceso infeccioso. Pertenecen a este grupo los antibidticos [-lactamicos,
aminoglucosidos, rifampicina, vancomicina, polimixinas, fosfomicina, quinolonas vy

nitrofurantoinas. Como bacteriostaticos, inhiben el crecimiento bacteriano, aunque el
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microorganismo permanece viable, de forma que, cuando se suspende el tratamiento, puede

volver a recuperarse y multiplicarse. ©?

La actividad antibacteriana exige una normalizacion o cuantificacion, que se consigue
mediante los métodos utilizados in vitro para comprobar la susceptibilidad del

microorganismo en relacion con el antibidtico. Con estos métodos se define:

Concentracion minima inhibitoria: Es la minima cantidad de antimicrobiano que es capaz de

impedir el crecimiento de un microorganismo en unas condiciones normalizadas.

Concentracion minima bactericida: Es la minima cantidad de antibiotico capaz de destruir el

99,9% de una muestra inoculada en condiciones estandarizadas.®®

Mecanismos de resistencia bacteriana frente a los antibioticos

La resistencia antimicrobiana es un problema continuo y en aumento. Los fendmenos de
resistencia antimicrobiana son variados, destacando entre ellos cuatro mecanismos

principales:

1. Enzimas hidroliticas: Las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antimicrobiano,
destruyendo su accion antibacteriana, sin tener posibilidad de actuar sobre el
microorganismo.

2. Modificacion del sitio activo: La modificacion de un aminoéacido genera un blanco
diferente y asi disminuye la afinidad de unién por el antimicrobiano.

Modificacion de PBP: EI PBP (penicillin binding protein) es un complejo enzimatico que

permite la sintesis del peptidoglucano, un compuesto de la pared celular en bacterias,

principalmente en Grampositivas, si se produce mutacion del sitio de unién al antimicrobiano

como los betalactamicos, éstos no pueden actuar y se genera resistencia a ellos.®*

3. Disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano:
Cambios en el didmetro y/o numero de porinas pueden bloquear el ingreso del
antimicrobiano a la bacteria.

4. Bombas de flujo: Transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin
modificaciones, pero sin accion antimicrobiana. Existen bombas de eflujos multidrogas en
la pared bacteriana que permiten la expulsion de drogas como los antimicrobianos. Estos
genes explican la resistencia a macrolidos en estos patégenos y a fluoroquinolonas. Para
combatir este tipo de resistencia se encuentran en estudio la asociacion de inhibidores de

bombas de eflujo junto con el antimicrobiano (Figura 5).%%°
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Mecanismos de la resistencia bacteriana

3 - Produciende enzimas capaces de Effux punp o, 0
destruir o modificar el farmaco, que /5 1 - Fabricande bombas de flujo hacia
queda asi, completamente inactivo. & Sfuera, que expulsan el antibiético

del interior de lu célula.

2 - Cambiande la forma de los
receptores de su membruna, a los
que se unen los antibiéticos.

4 - Sintetizando dianas falsas, para
engaiiar al antibiético, que actita
en el lugar equivocado.

Figura 5. Mecanismos de resistencia bacteriana.

Fuente: Mecanismo de resistencia bacteriana.
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
48162009000200014

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipos de investigacion: Existen varios niveles que marcan la complejidad de los objetivos, y
por tanto el tipo de investigacion.®” Este trabajo esta integrado en un nivel de complejidad
constituido por los tipos de investigacion interactiva, confirmatoria y evaluativa. Fue
confirmatoria ya que se intent6 confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana frente a
bacterias (Grampositivas y Gramnegativas) y el aceite obtenido de las partes aéreas de

Lasiocephalus ovatus Schitdl. Asteraceae.

Disefio de la investigacion: Las estrategias para recolectar el dato constituyen el disefio de la
investigacion y estan relacionadas con el donde, cuando y amplitud de la informacion que se
recolecta.®” En este contexto, el presente estudio tuvo un disefio de laboratorio ya que los
datos se obtuvieron en el Laboratorio del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis-ULA y en los Laboratorios E300 y E302 de la Facultad de Ciencias de
la salud-UNACH. También, fue contemporaneo pues los datos se recolectaron en el presente.
Durante la investigacion también se adoptd un disefio experimental-transversal. Fue
experimental, pues la dilucidacion de los eventos se logro en base a ensayos experimentales
propiamente dichos, caracterizados por la manipulacién de la variable independiente. Fue

transversal, ya que el dato fue recolectado en un mismo periodo de tiempo.®®
Poblacion y muestra

Poblacion: La poblacién es definida como el conjunto de todos los casos que concuerdan con
una serie de especificaciones.®® En esta investigacion, dicho grupo estuvo representado por

las plantas medicinales que crecen en Ecuador y que se expenden en el Mercado San Alfonso
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de la ciudad de Riobamba, asi mismo bacterias Grampositivas y Gramnegativas de interés
clinico.

Muestra: La muestra es un subgrupo de la poblacion®®

Se selecciond la especie
Lasiocephalus ovatus Schltdl. (Asteraceae) de la cual un espécimen estd almacenada en el
Herbario GUAY, de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil, Ecuador.
Ademas, la muestra estuvo representada por dos cepas Grampositivas (Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis) y dos Gramnegativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa),
que fueron usadas para el analisis y confirmacion de la actividad antibacteriana del aceite

esencial de la especie vegetal de la especie en estudio.

Sistema de variables: La interrogante de la investigacion o enunciado holopréaxico se presenta
como una serie de conceptos. Los conceptos son abstracciones que representan fendmenos
empiricos. Para que en la investigacion se logre pasar de la etapa conceptual a la empirica, los
conceptos deben convertirse en variables. Las variables son presentaciones de los conceptos
de la investigacion que deben expresarse en forma de hipétesis.®® En esta investigacion se
formularon las siguientes variables: dependiente e independiente. La variable dependiente fue
la actividad antibacteriana frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas. La variable
independiente fue el aceite esencial de las partes aéreas de la especie vegetal Lasiocephalus

ovatus Schlitdl. Asteraceae.

Instrumento de recoleccion de datos: El procedimiento para la recoleccion de informacion
que se adapta al disefio del estudio es "La observacion directa de los datos en el Laboratorio”,
descrita como aquella que nos pone en contacto con los hechos, fendbmenos y situaciones en el
momento que acontecen y permite la busqueda deliberada de datos necesarios para desarrollar

el proceso investigativo.®
MATERIAL UTILIZADO EN EL ANALISIS MICROBIOLOGICO
Material y equipos de laboratorio

Los materiales y equipos empleados para la realizacion de los ensayos de actividad

antibacteriana fueron los siguientes:

Material: Cajas mono Petri de vidrio estériles desechables y de vidrio, microplacas de 96
pozos, pipetas Pasteur, micropipetas automaticas (multicanal y monocanal de volumenes
ajustables) y puntas, matraces, tubos de ensayos con tapa de rosca, frascos de boca ancha,
gradillas, mecheros, termémetro, medios de cultivo, solucion salina fisioldgica al 0,9%, agua

destilada, cinta testigo para esterilizar; Equipos: campana de flujo laminar (marca HFsafe 900),
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incubadora a 37°C (marca Memmert), agitador orbital (marca Stuart Scientific SO3), vortex
(marca BenchMixer™), contador de colonias (marca Stuart®), balanza analitica (marca Adam

Equipment), congelador a -20 °C (marca Mabe®), autoclave (marca Tuttnauer) (Anexo 1).
Material vegetal

Las partes aéreas de la especie vegetal Lasiocephalus ovatus Schitdl. fueron compradas en
abril de 2017 en el Mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba a los expendedores de

plantas medicinales que crecen en Ecuador (Anexo 2).
Aceite esencial de la especie vegetal Lasiocephalus ovatus

El aceite esencial fue obtenido a partir de 4.400 g de material vegetal fresco (partes aéreas de
la planta) en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Nacional de Chimborazo.
Cepas bacterianas

Las bacterias empleadas en este estudio fueron facilitadas por el Laboratorio de Investigacion
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo y
corresponden a cepas de la Coleccion de Cultivo Tipo Americano con sus siglas en inglés
ATCC (American Type Culture Collection). El ensayo incluy6 las bacterias Gramnegativas
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y bacterias
Grampositivas Staphylococcus aureus ATCC 85923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Medios de cultivo

Para la ejecucién de los ensayos de actividad antibacteriana se emplearon medios de cultivo
comerciales cuya preparacion se realiz6 segin las instrucciones del envase (Anexo 3), los
cuales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. La composicion de cada

uno de los medios empleados se muestra a continuacion:

e Caldo nutritivo (CN), Nutrient Broth marca Difco™

COMPONENTE CANTIDAD (g/L)
Extracto de carne de vaca 3,0
Peptona 50

e Caldo tripticasa soya (TSB), Tryptic Soy Broth marca Difco ™

COMPONENTE CANTIDAD (g/L)
Digerido pancreético de caseina 17,0
Digerido péptico de harina de soja 3,0
Glucosa (dextrosa) 2,5
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Cloruro sédico 5,0
Fosfato dipotasico de hidrdgeno 2,5

e Agar nutritivo (AN), Nutrient Agar marca Difco™

COMPONENTE CANTIDAD (g/L)
Extracto de carne de vaca 3,0
Peptona 50
Agar 15,0

e Infusion cerebro corazon (BHI), Brain Heart Infusion marca Himedia

COMPONENTE CANTIDAD (g/L)
Infusion de cerebro de ternero. 200,00
Infusion de corazon de ternera. 250,00
Proteina peptona 10,00
Glucosa (dextrosa) 2,00
Cloruro sddico 5.00
Fosfato disddico 2,50

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

Identificacidn botanica de la especie Lasiocephalus ovatus Schitdl.
La identificacion botanica de la planta en estudio fue realizada por el Ing. Xavier Cornejo de

la Facultad de Ciencias naturales, Universidad de Guayaquil, Ecuador.
Extraccion y aislamiento del aceite esencial

Para el aislamiento del aceite de la especie Lasiocephalus ovatus previamente se pesé el
material fresco obteniéndose 4.400 g que fue troceado y licuado, seguido de la extraccion que
se realiz6 mediante el método de hidrodestilacion, usando la trampa de Clevenger, durante 4 -
5 horas a una temperatura entre 60 y 70 °C. El aceite obtenido fue recuperado, secado con
sulfato de sodio anhidro y almacenado en un vial sellado a 4°C en la oscuridad hasta que fue

analizado y ensayado (Anexos 4 y 5).
Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

La determinacion de la composicion quimica del aceite fue realizada por el Dr. Luis Rojas-
Fermin de la Facultad de Ciencias en Venezuela. La deteccion se llevo a cabo mediante
Cromatografia de Gases (GC) acoplada a Espectrometria de Masas (SM), para lo cual se
empled un cromatdgrafo de gases marca Hewlet-Packard modelo 6898, con una columna

capilar de fenilmetil-polisilosano de 30 metros de largo por 0,25 mm (HP-5) que contiene un
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detector de masa marca Hewlet-Packard modelo 5973 (Anexo 6). La identificacion de los
componentes se establecié usando la base de datos Wiley MS (6° Ed). Para el proceso de
analisis se prepard una solucion al 2% del aceite (20 pL de aceite y 1 mL de eterdietilico). Se
inyectd de muestra. Se comenzd con una temperatura de 60 °C con un incremento de
temperatura de 4 °C/min hasta llegar a 260 °C. La muestra (1,0 pL) fue inyectada con una
relacion de reparto de 1:100. Los constituyentes del aceite esencial fueron identificados por
comparacion de sus espectros de masa con espectros de referencia y también comparando sus
indices de retencidn con los de compuestos auténticos 0 comparados con valores reportados

en la literatura.®”
Determinacioén de la actividad antibacteriana
Preparacion de la solucion stock del aceite esencial

La solucidn stock del aceite fue preparada en Dimetilsulfoxido (DMSO) a la concentracion de

50.000 pg/mL (ppm) para lo cual se pes6 0,05 g de aceite y se afiadid 1.000 pl de DMSO.
Mantenimiento y conservacion de las bacterias

Las bacterias fueron mantenidas en agar nutritivo, a excepcion de E. faecalis que por sus
exigencias metabdlicas lo fue en agar cerebro corazon. Las placas fueron conservadas a 4 °C,
Ilevandose a cabo resiembras periddicas. La conservacion de las cepas durante largos periodos
de tiempo se realizé por congelacion (-20 °C), empleando una suspension celular de glicerol
al 15% (v/v).

Preparacién del preinéculo

La preparacion del preindculo consistio en sembrar de una a dos colonias de las distintas
cepas bacterianas en estudio (crecidas en medio so6lido), en aproximadamente 20 mL de caldo
TSB para las bacterias E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
85923, y caldo BHI para E. faecalis ATCC 29212. Posteriormente el preindculo se incubo a

37°C durante 18 horas en agitacion orbital.
Preparacion del in6culo

El inoculo fue preparado a partir de diluciones seriadas del preindculo (con un éptimo
crecimiento tras 18 h de incubacién) hasta alcanzar una concentracion celular de 1-5x10°
u.f.c/mL para llevar a cabo los ensayos. Las diluciones seriadas fueron realizadas en solucion
salina al 0,9% y la Gltima (in6culo) en medio CN para E. coli, P. aeruginosa y S. aureus o

caldo BHI para E. faecalis. La concentracion bacteriana del cultivo que se us6 como in6culo
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fue comprobada mediante el recuento de colonias crecidas sobre medio sélido (AN o agar
BHI seguln la bacteria) en placas de Petri.

Actividad antibacteriana: determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y

Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La deteccion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus frente
a cada una de las cepas bacterianas se realizO mediante la determinacion de las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) y Concentraciones Minimas Bactericidas
(CMBs) usando el método de microdilucién en medio liquido en placas de 96 pocillos.®® El
aceite se ensayd a una concentracion méaxima de 6.400 ug/mL.

Se depositaron 200 pL de cada producto en medio de cultivo (caldo nutritivo o BHI en el caso
de las bacterias y Sabouraud para la levadura) a doble concentracion de la requerida para el
ensayo en los pocillos de la columna 2 y 100 uL de medio en los restantes, para llevar a cabo
diluciones seriadas a mitades. Estas placas fueron inoculadas con 100 pL de una suspension
del microorganismo a ensayar, realizada a partir de pre-indculos preparados como se indicd
anteriormente, de modo que quedara a una densidad celular inicial de 1-5x10° u.f.c./mL. Cada
ensayo fue realizado por duplicado y como control positivo se inocularon pocillos en las
mismas condiciones pero carentes de producto y con DMSO a una concentracion equivalente
a la maxima utilizada en los cultivos problemas, en ningun caso la concentracion de DMSO
super6 la maxima tolerable por cada bacteria®. El control negativo (blanco control), se

prepard afiadiendo 200 pL. de medio a los pocillos de la columna 1.

Tras 24 horas de incubacion a 37 °C en agitacion orbital se observo la turbidez de los cultivos.
De aquellos pocillos en los que no se observo crecimiento visible, se tomaron alicuotas (100
ul) para efectuar un recuento de bacterias viables en placas de agar nutritivo o BHI con el fin
de establecer la CMI (minima concentracion de producto a la cual no hubo crecimiento) y
CMB (minima concentracion de producto que produjo la muerte del 99,9% de la poblacion

inicial).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacidn boténica de la especie Lasiocephalus ovatus Schitdl.
Un espécimen de la planta Lasiocephalus ovatus Schltdl. identificada botanicamente por el
Ing. Xavier Cornejo fue depositado con el numero de coleccién 024A en el herbario GUAY,

Facultad de Ciencias naturales, Universidad de Guayaquil, Ecuador (Anexo 7).
Rendimiento del aceite esencial

Partiendo de 4.400 g de hojas frescas de L. ovatus usando la técnica de hidrodestilacion con la
trampa de Clevenger se extrajo 2,2 mL de aceite obteniéndose un rendimiento de 0,05%. No
existen reportes en la bibliografia acerca del rendimiento de aceite de esta especie, sin
embargo, rendimientos similares se han obtenido del proceso de extraccion del aceite esencial
de otra especie del género Lasiocephalus, en este sentido Ronddn et al., en 2005 reportan que
las partes de L. longepenicillatus en enero de 2004 (temporada seca) y la misma especie,
recolectada en el mismo lugar en julio de 2004 (estacion lluviosa) produjeron 1 mL de aceite
(0,06%) y 0,8 mL de aceite (0,05%), respectivamente.®?

Composicion quimica del aceite esencial

El aceite esencial fue analizado por Cromatografia de Gases (GC) y Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (GC-MS). El total de los compuestos (31) fueron caracterizados por
comparacion de cada MS con datos de la Libreria Wiley GC/MS y también de sus indices de
retencion. En la Tabla 3 se muestra el porcentaje de los componentes mas abundantes de
aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schltdl. detectados, siendo el mayoritario el camphor
(40,48%) seguido de 5,5-dimetil-2-etil-1,3-ciclopentadieno (11,90%), para-menta-1,5-dien-8-
ol (5,23%) y 1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno (4,69%).

Las investigaciones sobre la composicion de aceites esenciales de especies del género
Lasiocephalus son escasas, en este sentido un estudio realizado por De Bernardi et al., en
1990 indico las presencia de los compuestos B-patchouleno, B-cariofileno y humuleno en el
aceite esencial de Lasiocephalus ovatus, siendo el nico estudiado en esta especie®®. Por otra
parte, a-pineno, mirceno, n-decanal, 1-trideceno, carvacrol, (-)-a-gurjuneno, B-bourboneno,
yg-curcumeno, germecreno D y trans-B-farneseno fueron reportados en la especie L.

longepenicillatus.©?

Los componentes de los aceites volatiles pueden variar segun el clima, tipo y manejo de

suelo, luz solar, temperatura y humedad de diferentes ecosistemas.®”
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Estudios del extracto hexanico de los tallos de la planta entre los compuestos que conforma se
aislaron (9) compuestos como furano eremofilanos raros, f sitosterol, amirina, y o amirenona,
fueron elucidadas por IR, UV, MS.®® Por otra parte, las hojas de C. reflexum H.B.K.
(sinbnimo de L. ovatus Schitdl.)™ se utilizan en forma de decoccién como un remedio
depurativo y diurético en la medicina popular local, y por via tdpica para el tratamiento de
algunas afecciones inflamatorias de la piel. En una investigacion en la que se evaluaron las
actividades anti-oxidantes in vitro y fotoprotector in vivo de un extracto etanolico de las hojas
de Culcitium reflexum H.B.K. se report6 la presencia de una gran cantidad de compuestos
fendlicos, especialmente flavonoles. Los principales constituyentes identificados fueron
kaempferol, quercetina y sus derivados glucosilados y algunos derivados de acido cinamico.
El extracto etandlico de C. reflexum posee un fuerte efecto antioxidante o de barrido de
radicales libres. La aplicacion topica de extracto de C. reflexum en forma de gel ha
demostrado ser una proteccion in vivo significativa contra el eritema de la piel inducido por

UVB en voluntarios humanos sanos.™®

Tabla 3. Componentes mayoritarios y minoritarios del Lasiocephalus ovatus Schitdl.

Compuestos %
5,5-dimethyl-2-ethyl-1,3-cyclopentadiene 11,90
1,2,5,5-tetramethyl- 1,3-cyclopentadiene 1,42
alfa-thujene 1,26
alfa-pinene 1,90
thuja-2,4(10)-diene 0,44
camphene 4,53
thuja-2,4(10)-diene 0,53
1,6-dimethylhepta-1,3,5-triene 4,69
ortho-Cymene 1,90
limonene 0,67
gamma-terpinene 0,72
linalool 1,01
filifolone 0,97
isophorone 0,45
chrysanthenone 1,33
camphor 40,48
cis-chrysanthenol 0,47
para-mentha-1,5-dien-8-ol 5,23
terpinen-4-ol 1,35
para-cymen-8-ol 1,33
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shisofuran 0,59
cis-chrysanthenyl acetate 1,01
isobornyl acetate 4,24
myrtenyl acetate 0,54
trans-myrtanol acetate 0,46
E-caryophyllene 0,62
(2)-beta-farnesene 1,65
isobornyl isovalerate 0,54
Bornyl angelate 3,57
caryophyllene oxide 0,90
intermedeol 0,69
Total de componentes identificados 31 97,39 %

Los terpenos son una clase de sustancias quimicas que se hallan en los aceites esenciales,
resinas y otras sustancias aromaticas de muchas plantas, como los pinos y muchos citricos. En
los aceites esenciales se encuentran principalmente monoterpenos (C10), aunque también son
comunes los sesquiterpenos (C15) y los diterpenos (C20). Pueden ser alifaticos, ciclicos o
aromaticos. Segun los grupos funcionales que tengan pueden ser: Alcoholes (mentol,
bisabolol) y fenoles (timol, carvacrol), aldehidos (geranial, citral) y cetonas (alcanfor,
thuyona), ésteres (acetato de bornilo, acetato de linalilo, salicilato de metilo, compuesto
antiinflamatorio parecido a la aspirina), éteres (1,8-cineol) y perdxidos (ascaridol),

hidrocarburos (limoneno, o y B pineno).®”

Uno de los principales mecanismos de accion propuestos para los terpenoides, consiste en la
disrupcion de la membrana celular bacteriana, mediante tres posibles vias: aumentando la
permeabilidad de la membrana a iones pequefios, afectando la estabilidad estructural de la
membrana y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica, cualquiera de estos

efectos produce la muerte en la célula bacteriana.®®
Actividad antibacteriana del aceite esencial

La actividad antibacteriana del aceite esencial fue evaluada frente a cuatro importantes cepas
bacterianas Gram positivas y Gramnegativas de interés clinico, mediante el método de

microdilucién en caldo, como se indico en la metodologia.

Como puede observarse en la Tabla 4 y Grafico 1, el aceite de L. ovatus mostré actividad
antimicrobiana frente a las bacterias Gram negativas ensayadas Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa, inhibiendo en mayor proporcion el crecimiento de E. coli con CMI
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de 200-400 pg/mL y CMB de 800 pg/mL, ya que la CMI y CMB detectada frente a P.
aeruginosa fue 3200-6400 pg/mL y 3200-6400 ug/mL, respectivamente.
Tabla 4. Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) del aceite esencial Lasiocephalus ovatus Schltdl. frente a E. coli ATTC
25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

BACTERIAS GRAM NEGATIVA ACEITE ESENCIAL (ug/mL)
CMB CMI
E. coli ATCC 25922 800 200-400
P. aeruginosa ATCC 27853 6400 3200-6400

Grafico 1. Concentracion Minima Bactericida y Concentracion Minima Inhibitoria del
aceite esencial L. ovatus Schltdl. frente a E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC
27853.
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De la misma manera la actividad antibacteriana del aceite esencial fue evaluado frente a cepas
Grampositivas. En la Tabla 5 y Grafico 2 se evidencian las CMIs y CMBs que mostré el
aceite frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococus faecalis ATCC 29212 y se
puede apreciar que la actividad inhibitoria que mostro el aceite sobre el crecimiento de S.
aureus fue superior (CMI 200-400 pg/mL y CMB 400 pg/mL) a la encontrada sobre la
proliferacion bacteriana de E. faecalis (CMI 1600-3200 pg/mL y CMB 6400 pg/mL).
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Tabla 5. Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del aceite esencial Lasiocephalus ovatus Schitdl frente a S. aureus
ATTC 25923y E. faecalis ATCC 29212.

BACTERIAS GRAM
G ACEITE ESENCIAL (ug/mL)

POSITIVAS
CMB CMI
S. aureus ATCC 25923 400 200-400
E. faecalis ATCC 29212 6400 1600-3200

Grafico 2: Concentracion Minima Bactericida y Concentracién Minima Inhibitoria del
aceite esencial L. ovatus Schltdl. frente a S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC
29212.
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Algunos autores consideran la actividad antimicrobiana alta cuando los valores de CMI son
inferiores a 100 pg/mL, moderada de 100 a 500 pg/mL, débil de 500 a 1000 pg/mL, o

ninguna cuando es superior a 1000 ug/mL.(67)

La actividad antibacteriana del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schltdl. evidenciada
en esta investigacion puede deberse a la presencia de algun constituyente mayoritario o a la
accion sinérgica de sus principales constituyentes; el camphor (alcanfor) fue el componente
mayoritario encontrado en el andlisis de este aceite. EI camphor es una sustancia blanca,
cristalina, con un fuerte olor y sabor picante, derivada de la madera del alcanfor
(Cinnamomum camphora) y otros arboles relacionados de la familia del laurel. El arbol del
alcanfor es nativo de China, India, Mongolia, Japon y Taiwan, existen muchas aplicaciones
farmacéuticas para el alcanfor tales como analgesicos topicos, antisépticos, antiespasmaodicos,

antipruriginosos,  antiinflamatorios,  antiinfecciosos, rubefacientes, anticonceptivos,
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expectorantes leves, descongestionantes nasales, supresores de la tos, etc. Se absorbe
facilmente a través de la piel y también se puede administrar por inyeccion, inhalacion e

ingestion. También tiene propiedades mucolitico, regenerador celular, neurotéxico.®8="

Segun la revision bibliografica realizada, este es el primer estudio que muestra la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schltdl. de Ecuador. Con estos
resultados, esperamos contribuir al estudio de especies del género Lasiocephalus de Ecuador,
de los cuales muchos se utilizan desde la antigiiedad por la poblacién ecuatoriana; por lo que
se sugiere ampliar el estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial frente a otros
agentes patogenos con el fin de conocer su espectro de accion. De este modo ayudar para
tratar, guiar, promover la investigacion y desarrollo (1+D) de nuevos antibidticos, como
menciona la OMS para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los

antimicrobianos.®®

Segln la bibliografia consultada, este es el primer estudio que muestra la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schitdl. de Ecuador.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

1.  Se obtuvo la ficha de la identificacion botanica la especie vegetal como Lasiocephalus
ovatus Schltdl. Un espécimen el nimero de coleccion (024 A), las cuales fueron
depositadas en el herbario GUAY, de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad
de Guayaquil, Ecuador.

2. Se realizo la extraccion del aceite esencial de la especie vegetal en estudio mediante la
técnica de Hidrodestilacion, obteniéndose un rendimiento de 0,05% Lasiocephalus
ovatus Schltdl. El aceite fue obtenido en el laboratorio de investigacion de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo, Riobamba,
Ecuador.

3. Se analizd la composicion quimica del aceite esencial mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, lo cual fue en el Instituto de Investigacion;
Grupo de Productos Naturales y Quimica Medicinal, Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. Los componentes
principales del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schltdl. identificados fueron el
camphor (40,48%); 5,5-dimetil-2-etil-1,3-ciclopentadieno (11,90 %) y para-mentha-
1,5-dien-8-ol (5,23 %), entre otros en un total de 31 compuestos.

4. Se determind la actividad antibacteriana del aceite esencial y se determind la
concentracion minima bactericida (CMB) y la concentracion minima inhibitoria
(CMI) frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus Aureus,
Enterococcus faecalis el efecto del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schitdl
(Arquitecta) presenta una actividad inhibitoria moderada sobre el crecimiento para las
cuatro bacterias, de este modo inhibiendo en mayor proporcién el crecimiento de E.
coli y S aureus, con CMIs de 200-400 pg/mL. La inhibicién bacteriana mostrada
frente a E. faecalis y P. aeruginosa fue menor, con CMIs de 1600-3200 pg/mL y
3200-6400 ug/mL, respectivamente.
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Recomendaciones

1. Al momento de congelar y descongelar las cepas bacterianas es importante una
adecuada manipulacion.

2. Una adecuada esterilidad al manipular cepas bacterianas evita contaminacion.

3. Para obtener resultados exactos es necesario realizar la reproducibilidad de los
ensayos, lo que permitira descartar algunos errores sistematicos y evitar resultados
falsos positivos o negativos.

4. Se recomienda realizar no solo otros ensayos de actividad antimicrobiana frente a una
amplia gama de bacterias y hongos de interés clinico sino realizar estudios de otras
propiedades para detectar el potencial biologico del aceite de la especie vegetal en

estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Algunos materiales y equipos de laboratorio




Anexo 2. Planta Lasiocephalus ovatus Schitdl (Arquitecta) comprada en el Mercado San
Alfonso de la ciudad de Riobamba a los expendedores de plantas medicinales.




Anexo 3. Caldo nutritivo (CN) Nutrient Broth marca Difco™"; Caldo tripticasa soya (TSB)
Tryptic Soy Broth marca Difco ™; Agar nutritivo (AN) Nutrient Agar marca Difco™;
Infusion cerebro corazon (BHI) Brain Heart Infusion marca Himedia.

Nutrient Broth

Intended Use

Mutrient Broth is used for the cultivation of many species of
nenfastidicas microprganisms.

Summary and Explanation

Mutrient Brath has the formula originally dessgned for use
in the Starndind Methods for Exavination of Water and Wisste-
weater, It is nat a recommended Bacteriological medium in

later edicions of this publication. It is cne ofseveral nonsehec-
tive media useful in routine cultivaton of microorganisms.=

Prindples of the Procedure

This relafvely simnle frrmulation sunnarrs the emwth of

INLLLY) "

Trypticase Soy Broth with £.5% Sodium Chloride is used to
differentiate the enterococcal species from the S. bouis group
of streptococci by the 6.5% NaCl tolerance rest."

Teypticase Soy Broth supplemented with 5% Fildes Enrich-
ment provides growth fxctors necessary for the cultivation of
fastidious organisms.'*

Tryptic Soy Broth without Dextrose, a modification of TSB, is
a basal medium to which carbohydrates may be added for use
in fermentation studies. Phenol red and other indicators may
also be added.

Principles of the Procedure

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Suspend 23 g of the powder in 1L of purified warer. Mix
thoroughly.

2. Heat with frequent agjtation and boil for 1 minute to
completely dissolve the powder

3. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

4. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures,

Formula

Difoo™ Mutrient Broth
Approaimala Fonmila® Per Liler
Boel Extract

R 1 B
.50 g

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Dissolve 8 gof the powder in 1 L of purified water,

L Autechive at 121°C for 15 minutes.

3. Testsamples of the finished product Br performance using
stable, typical comrol culmures,
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Directions for Preparation from
Dehydrated Product
1. Suspend the powder in 1 L of purified water:
Bacto™ Tryptic Soy Broth - 30 g;
BBL"™ Trypticase™ Soy Broth - 30 g;
Bacto™ Tryptic Soy Broth without Dextrose - 27.5 g
Mix thoroughiy:
2. Warm gently until solution is complete.
3. Autoclave at 121°C for 15 minutes.
4. Testsamples of the fmished product for performance using
stable, rypical control cultures.

ooy, e, American Mo Mk Awadaticn, Wadtnjgon, DG

Availability
Difco™ Nutrient Agar
| coam | cowre s suww Jusoa
Catlo. 212000 Dehydmted-100g
213000 Dehydmted - 5009
165 Defnydrated =2 by
EBL™ Nutrient Agar
(B | coam § coneer Jiso | shiww JLSDA |
Uinitad Staces and Canada

Cat. Mo, 297801 Preared Plates = Pea, of 10




Anexo 4. Preparacion del material botanico: las partes aéreas de Lasiocephalus ovatus
Schitdl (Arquitecta) fueron troceadas, pesadas y licuadas.




Anexo 5. Proceso de extraccion y aislamiento del aceite esencial mediante el método de
hidrodestilacion empleando la trampa de Clevenger.




Anexo 6. Cromatdgrafo de gases HP 6890 acoplado a un espectrometro de masas HP
5973.




Anexo 7. Ficha botanica de la planta Lasiocephalus ovatus Schitdl (Arquitecta)
proporcionada por el especialista Biélogo, Xavier Cornejo.

Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil

Clase: Equisetiopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Névak ex. Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Asterales Link

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl

Género: Lasiocephalus Willd. ex Schitdl.
Nombre cientifico: Lasiocephalus ovatus Schitdl.
Nombre verndculo: Arquitecta

Registro GUAY: 024 A

Descripcién taxonémica: Subarbusto, tallo cubierto con una densa pubescencia lanosa; hojas
con disposicién polistica, ldmina lanceolada, oblonga hasta oblanceolada, 1-2.5 x 0.3-0.7 cm,
base sésil hasta atenuada, margen entero, 4pice algo agudo, densamente lanosas en el envés.
Inflorescencia un capitulo terminal, de color amarillo claro.
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Anexo 8. Preparacion del Stock (50.000 ppm) del aceite esencial




Anexo 9. Prein6culo: siembra de las cepas bacterianas en 20 mL de caldo TSB o BHI
segun la bacteria a usar e incubacion de 37 °C por 18 horas.




Anexo 10. Diluciones seriadas en tubos y el indculo para cada bacteria.




Anexo 11: Preparacion de la microplaca con stock del aceite,
microplaca.

C.N vy diluciones seriadas en




Anexo 12: Poner 100 ul del inoculo de la bacteria restante y se tiene la dilucién completa en la
microplaca de 96 pocillos.




Anexo 13: Incubacién de 24h a 37° C y observacion de la turbidez en microplaca.




Anexo 14: Preparacion de agar
muestras para recuento.

nutritivo, rotulado de cajas monopetri e inoculacion de




CEPAS BACTERIANAS EN ESTUDIO.

Anexo 15: Observacién de resultados, Recuento de E.coli, P. aeruginosa., S. aureu.y E.
faecalis.




