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RESUMEN

El desarrollo de mecanismos de resistencia antimicrobianos vienen siendo un problema
mundial, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esto podria provocar 10
millones de muertes para 2050. Ademas, impacta en el cumplimiento de algunas de las
metas establecidas en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). En este sentido, la
busqueda de sustancias bioactivas, principalmente derivadas de plantas es una alternativa
viable en las Ultimas décadas. La presente investigacidn tiene como objetivo conocer el
rendimiento, la composicion fitoquimica y la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de especie la Chuquiraga jussieui. Los aceites esenciales se obtuvieron por
hidrodestilacion utilizando un aparato tipo Clevenger. El rendimiento de 0,0074%. (p/v),
se obtuvo de la relacion peso del aceite esencial obtenido y peso de la materia prima fresca
utilizada. Los compuestos fitoquimicos se identificaron por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-SM), encontrandose 73 componentes con mas
del 76% de compuestos oxigenados, ademas compuestos carbonilos, sesquiterpenos y
fenilpropanoides. La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizd adaptando el
método de difusion en medio solido, estableciendo la Concentracion Minima Inhibitoria
(MIC) y la Concentracion Minima Microbiana (CMM). Los microorganismos utilizados
fueron las cepas de Escherichia coli, Salmonella entérica, Pseudomona aeruginosa;
identificandose halos de inhibicion significativos de 27,2 mm., y 24,2 mm., que
demuestra sensibilidad frente a Staphylococcus aureus y Candida Albicans (MIC > 30
ul/mL y CMM > 2400).

Palabras claves: rendimiento, composicion fitoquimica, actividad antimicrobiana,

Xi



ABSTRACT

The development of antimicrobial resistance mechanisms has been a global problem,
according to the World Health Organization (WHO), this could cause 10 million deaths
by 2050. In addition, it impacts the fulfillment of some of the goals established in the
Obijectives of Sustainable Development (SDG). In this sense, the search for bioactive
substances, mainly derived from plants, is a viable alternative in recent decades. The
objective of this research is to know the yield, the phytochemical composition and the
antimicrobial activity of the essential oils of the Chuquiraga jussieui species. Essential
oils were obtained by hydrodistillation using a Clevenger type apparatus. The yield of
0.0074%. (w/v), was obtained from the weight ratio of the essential oil obtained and the
weight of the fresh raw material used. The phytochemical compounds were identified by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-SM), finding 73 components
with more than 76% oxygenated compounds, as well as carbonyl compounds,
sesquiterpenes and phenylpropanoids. The evaluation of the antibacterial activity was
carried out adapting the diffusion method in solid medium, establishing the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Microbial Concentration (CMM). The
microorganisms used were the strains of Escherichia coli, Salmonella enterica,
Pseudomonas aeruginosa; Significant inhibition halos of 27.2 mm and 24.2 mm were
identified, demonstrating sensitivity against Staphylococcus aureus and Candida
Albicans (MIC > 30 pl/mL and CMM > 2400).

Keywords: performance, phytochemical composition, antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

En Ecuador, la utilizacion de plantas medicinales es una experiencia muy habitual,
especialmente entre los habitantes de las zonas rurales que suelen encontrar una amplia
variedad de estas plantas en los mercados populares, practica que proviene de
conocimientos ancestrales. Se estima que se utilizan aproximadamente 5.100 especies de
plantas vegetales por diferentes motivos; sin embargo 3.188 se utilizan con fines
medicinales como infecciones, heridas, afecciones respiratorias, trastornos digestivos e
inflamaciones, entre otros (Rondén et al., 2015). De acuerdo a Fisher y Phillips ( 2008),
el 75,1% de estas especies medicinales son nativas, el 11% son especies introducidas y
endémicas el 5%; pertenecientes a las familias: Solanaceae, Fabaceae, Rubiaceae y

Araceae como las mas utilizadas.

Algunos miembros de los géneros Barnadesia, Dasyphyllum como la especie
Chugquiraga jussieui, se informan en la medicina tradicional de Chile, Argentina, Brasil,
Bolivia, Peru, Colombia y Ecuador, donde son conocidos por sus propiedades antitusivas,
expectorantes, antiinflamatorias y muchas otras (Chuquiraga jussieui , Chuquiraga
spinosa y Chuquiraga weberbaueri), son especies que se venden con frecuencia en los
mercados de plantas medicinales, donde se recomiendan cominmente para el alivio de
trastornos genitourinarios y reproductivos en mujeres y hombres (Rondén et al., 2015). .
Segun la medicina popular, el té de Chuquiragua podria usarse como diurético, tonico
para el higado y el estdémago, tos, para tratar la malaria, fiebre, dolores molares,
inflamaciones e incluso como antiséptico para el tracto urinario y la préstata (Duefias-
Rivadeneira et al., 2017). La Chuquiraga jussieui, perteneciente a la familia de las
Asteraceae, subfamilia Barnadesioidea, es conocida localmente como Chuquiragua, una
especie andina que crece a mas de 3.000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), siendo
utilizada silvestremente como alimento por los colibries y como insumo fudamental en la
practica de los rituales y la medicina tradicional por ser una planta endémica utilizada
ancestralmente de la provincia del Cafiar, Chimborazo y Azuay (Ledn-Yéanez et al, 2011).
La presente investigacion tiene como objetivos obtener el rendimiento, caracterizar
fitoquimicamente y analizar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de la
especie Chuquiraga jussieui, para ofrecer al lector informacion cientifica atil y

actualizada como insumo para alternativa terapéutica y lineas de investigacion.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Problematizacion

Las enfermedades infecciosas y no infecciosas como las producidas en las vias
urinarias, prostatitis, ulcera péptica, amigdalitis, candidiasis, hipercolesterolemia entre
otras; representan una amenaza continuay creciente para la salud y el bienestar humano.
Son las causas de una gran morbilidad y mortalidad mundial, aunque son los paises en
desarrollo cargan con la mayor parte del problema (Tariq et al., 2019). Las infecciones
causadas por patdgenos nuevos y resostentes a los antibidticos aumenta a diario, vy el
aumento de la proporcidn de pacientes con inmunodeficiencia ha dado lugar a un aumento
de las infecciones graves e invasivas (OMS, 2017) situacion mas evidenciable en los

paises en desarrollo como Ecuador (Gallegos-Zurita, 2019)

El rdpido desarrollo de la resistencia antomicrobiana ha generado un alto riesgo
para la salud publica a nivel del mundo. La resistencia de las bacterias a los antibidticos
ha aumentado hasta tal punto que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017);
advierte sobre una era posterior a los antibidticos (Vanegas-Munera y Jiménez-Quiceno,
2020). Esta amenaza global se genera cuando microorganismos como hongos, bacterias,
virus y parésitos sufren cambios que hacen que medicamentos como fungicidas,
antibioticos, antivirales y antiparasitarios sean ineficaces (OMS, 2020). Las principales
razones por las que se facilita la resistencia a los antimicrobianos son el uso inadecuado
de medicamentos, la prescripcién médica débil y la deficiencia en la prevencion y control
de diferentes infecciones (Ayukekbong et al., 2017). Este problema ha provocado que los
medicamentos que se encuentran disponibles actualmente no cumplan su funcién como
antimicrobiano de manera eficiente, sugiriendo nuevas alternativas como el uso de plantas
medicinales para tratar estas infecciones (Marasini et al., 2015). A pesar del éxito del
descubrimiento de antibi6ticos, las enfermedades infecciosas siguen siendo la segunda
fuente principal de muerte en todo el mundo, mientras que la resistencia a los antibidticos

es uno de los problemas importantes del siglo XXI. Por lo tanto, existe una necesidad
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urgente de encontrar agentes antimicrobianos alternativos para el tratamiento de

microorganismos patégenos resistentes (OMS, 2017)

En un intento por controlar la resistencia bacteriana, la OMS recomienda
investigaciones apropiadas considerando estrategias que ataquen y controlen factores de
riesgo especificas de cada region e intervenciones sostenible que consideren las
necesidades de todos los paises y aumentar la inversion en el desarrollo de nuevas
anternativas terapéuticas (OMS, 2018). El descubrimiento, al igual que la aprobacion de
nuevos agentes antibacterianos ha ido disminuyendo, provocando altos costos de los
farmacos cada vez mas inaccesibles para la mayoria de paises (Fondo, 2020; Boudreau,
2021)

Segun (Hossan et al., 2018), las estructuras antibiéticas tradicionales casi se han
agotado hasta el punto de que la investigacion antibacteriana esta literalmente pidiendo a
gritos nuevas entidades quimicas que se puedan encontrar mediante el uso de enfoques
de investigacion nuevos y diferentes. Las plantas medicinales tienen la capacidad de
sintetizar una fascinante variedad de moléculas de bajo peso molecular con estructuras
completamente ajenas a los antibidticos. Segin la (OMS, 2020), en los paises en
desarrollo, el 80% de la poblacion mundial aplica a diario diferentes extractos e infusiones
de plantas o sus principios activos como tratamiento tradicional para dolencias de

variados origenes y complicaciones

1.1.1. Delimitacion del problema

Dado que el Ecuador es un pais con alta biodiversidad, tiene un gran potencial de
estudio relacionado con sus plantas medicinales, poniendo un interés significativo en las
plantas endémicas de la regidn de las cuales el campo de investigacién en base a sus

propiedades terapéuticas, es minimo (Molina-Brito, 2018)

Como alternativa preventiva y curativa derivada de las plantas muchos aceites
esenciales se han utilizado en la medicina popular y aun se continGan investigado sus
propiedades medicinales en todo el mundo como la medicina herbolaria (Ambrosio et al.,
2017; Tariq et al., 2019; Wang et al., 2020). La medicina herbolaria como alternativa y/o

complemento de la medicina tradicional utiliza drogas, extractos, infusiones y aceites
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esenciales o combinaciones de esos elementos de diferentes parte vegetativas de distintas
especies de pantas, para mejorar la salud o como aditamento alimenticio en reposteria,

reconocidos como eficaces e inocuos (Gallegos-Zurita, 2019)

En Ecuador, la chuquiragua (Chuquiraga jussieui), de la familia Asteracea,
subfamilia Barnadesioidea, conocida generalmente como Chuquiragua o flor nacional del
Ecuador, es una planta que tiene un sinimero de usos y aplicaciones a nivel comunitario,
como medicina ancestral o ingrediente infaltable de los rituales de purificacion como el
Inti Raymi. Junto con etanol, las hojas y tallos se utilizan para aliviar la fiebre,
inflamacidn y reumas. Para tratar las heridas y aliviar de dolores de fractura y luxacion
de miembros. En infusion de sus flores para tratar la inflamacion de la prostata e infeccion
del estdbmago, quemaduras, heridas superficiales, Ulceras, entre otras. (Aguaiza
Quizhpilema et al., 2021). Sin embargo, hay pocas evidencias cientificas sobre la
composicion quimica del aceite esencial puro que justifique la eficiencia terapéutica para
lo cual es usado desde tiempos ancestrales por la poblacion nativa ecuatoriana y de otros

paises de la region (Villagran et al., 2003).

La nformacién que se encuentra en la bibliografia cientifica de la especie de
Chuquiraga refleja la presencia de componentes quimicos como: alcaloides, esteroides,
taninos pirocatecolicos, saponinas, triterpenos y especialmente compuestos flavonoides,,
fendlicos aislados en estractos alcoholicos, identificandose igualmente una correlacion
significativa entre los fenoles totales y su respectiva actividad antioxidante (Orellana et
al., 2020).

Sin embargo, se reconoce que estos componentes quimicos de las plantas
(metabolitos secundarios) no permanecen cosntanes y estabilizados. Los factores de
influencia responsables de esas fluctuaciones se pueden dividir en factores genéticos,
ontogénicos, morfogenéticos y ambientales. Todos estos cuatro factores principales son
importantes en la presencia acumulada de los metabolitos secundarios al interior de cada
planta y son las razones de las fluctuaciones en la composicion quimica y las actividades
bioldgicas (Verma y Shukla, 2015).

Por otra parte, varias especies de bacterias son patdgenas y causan enfermedades

infecciosas, como la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus, principal
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responsable de la infeccion de la herida posoperatoria, el sindrome de choque toxico y la
intoxicacion alimentaria. La Escherichia coli, es una bacteria Gram-negativa, que esta
presente en los intestinos humanos y causa infeccion del tracto urinario, colecistitis o
septicemia. La bacteria Gram-positiva Streptococcus pyogenes causa una variedad de
enfermedades como faringitis estreptocdcica, fiebre reumatica, cardiopatia reumatica y
escarlatina Infecciones recurrentes que conllevan a patologias morales por falta de un

tratamiento efectivo y resistencia a los antibioticos convencionales (Reddy et al., 2012).

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana (Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) y Candida Albicans (ATCC
25933). Rendimiento del aceite esencial obtenido.

Variables independientes: Composicidn quimicas (metabolitos secundarios) del aceite
esencial de la especie Chuquiraga jussieui, 6rganos vegetales frescos de la especie (hojas
y flores), método de extraccion (hidrodestilacion), método de evaluacién microbiolégica
frente a diferentes patogenos (MIC, CMM)

Formulacion del problema

¢Cudl es el rendimento de aceite esencial obtenido por hidrodestilacion a partir de las
hojas y flores frescas de la Chuquiraga jussieui?

¢Los aceite esencial de la plata endémica Chuquiragua, producen actividad
antimicrobiana frente a sepas activas de (Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) y Candida Albicans (ATCC
25933).?

¢ Los metabolitos secundarios identificados mediante la técnica de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-SM), como la composicién fitoquimica del
aceite esencial de la plata endémica Chuquiragua jussieui, son sustancias conocidas por

su actividad antimicrobiana?



2. OBJETIVOS
1.1.2.1, Objetivo General

Analizar el rendimiento, la composicion fitoquimica y la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de la planta Chuquiraga jussieui, cultivada silvestremente en

las regiones de alturas de los canténes Cafar y EI Tambo.

1.1.2.2. Objetivos Especificos:

- Analizar el rendimiento de los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion de las
hojas y flores frescas de la planta Chuquiraga jussieui.

- ldentificar por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Masas (CG-SM),
los principales componentes fitoquimicos del aceite esencial de la planta Chuquiraga
jussieu.

- Evaluar laactividad antimicrobiana de los aceites esenciales de la Chuquiraga jussieui.
frente a sepas activas de los microorganismos: (Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica serovar Typhimurium
(ATCC 14028), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) y Candida Albicans (ATCC
25933).

1.2. JUSTIFICACION

La medicina alternativa, la medicina ancestral a nivel artesanal o como industrial,
podran contar con estas sustancias quimicas asi como entender el procedimiento
tecnoldgico para obtenerlas y reconocer su eficiencia inhibitoria de microorganismos
patdgenos. Se sabe que los aceites esenciales de plantas aromaticas y medicinales poseen
una amplia gama de actividades bioldgicas, siendo antimicrobiano una de sus principales
propiedades medicinales reportadas (Viuda-Martos et al., 2008). Estas actividades estan
fuertemente asociadas por su composicion quimica la cual estd determinada por las
condiciones ambientales y agrondmicas asi como por el genotipo de cada planta (Marotti
etal., 1999; Contreras, 2019).



El interés en la aplicacidn de aceites esenciales para el control de microorganismos
patdgenos se ha incrementado en los ultimos afios (Rojas-Grad et al., 2006; Gutierrez et
al., 2018). El aceite esencial es parte de los metabolitos de las plantas y generalmente
estan compuestos por terpenos volatiles. Estos compuestos se pueden ubicar en diferentes
partes de la planta como flores, semillas, hojas y frutos. Se considera que del 0,1% al 1%
del peso de la planta esta formado por aceite esencial, el que suelen ser menos densos que
el agua, con un indice de refraccion elevado (Montoya-Cadavid, 2010). La concentracién
y composicion de los metabolitos del aceite esencial varia debido a factores ambientales
(Gazim et al., 2018), nutrientes del suelo, la parte de la planta utilizada (Delgado Ospina
et al., 2018) las condiciones de secado (Sanchez et al., 2017), el método de extraccién

(Delgado Ospina et al., 2018; Quintero-Chacén et al., 2014), entre otros factores.

En el Ecuador desde la antigiiedad se vieve usando las plantas medicinales como
principal alternativa de curacién de una gran mayoria de la poblacion. A pesar de ello, la
ecasa investigacion de los principios activos de estas alternativas terapéuticas que
posibiliten evidenciar cientificamente su efectiva utilidad. especialmente en la medicina
ancestral ha limitado su firme avance en el tratamiento farmacoldgico tradicional (Molina
y Rivera, 2020). El contenido de metabolitos de diferente naturaleza son responsables
responsables de sus propiedades terapéuticas, constituyendo la fitoterapia una
herramienta terapéutica que utiliza medicamentos a base de plantas medicinales. La
particularidad fitoquimica de cada metabolito de la especie Chuquira jussieui presenta
diversas actividades entre las ellas: antioxidantes, sedantes, diurética, hipotensoras,
antimicrobianas, entre otras; propiedades atribuidas a esta especie ancestralmente en los

lugares de recoleccion.(Quintero-Chacon et al., 2014).

La Chuquiraga jussieui posee propiedades beneficiosas para la salud humana y es
una planta en peligro de extincion en el Ecuador, encontrandose en cantidades limitadas
en las estribaciones frias del callején interandino, razén por la que hay poco conocimiento
sobre las propiedades que presenta (Leon-yanez et al., 2019). Los resultados obtenidos en
la presente investigacion serviran de mucha utilidad como insumo para futuras
investigaciones que ayuden a perfeccionar proceso de obtencion del aceite escencial de
esta especis en peligro de extinsion y al mismo tiempos la identificacion de otros
principios activos para mejorar su aplicacion terapéutica en otras patologias asocaidas

cuyas evicencias garanticen su utilidad terapeutica, formulando productos de origen
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natural con principio activo certificados cientificamente. Estos productor seguramente
tendra doble impacto en la sociedad, su eficiente actividad medicamentosa y su bajo costo
de obtencion y aplicacion, sin considerar el impacto socioeconémico que generaria en el
cuidado de las personas y en las comunidades dedicadas recolectar y vender de este

especie de planta (Le6n-Yanez et al., 2012).

Aunque existen reportes de uso medicinal tradicional de estas especies, no existen
informes cientificos validos sobre los estudios previos de la composicion quimica y de su
actividad antimicrobiana usando aceite esencial de la planta estudiada. Con estos
antecedentes se cuenta con el apoyo de los laboratorios de microbiologia y bioguimica de
la carrera de Enfermeria de la Universidad Catolica de Cuenca para el analisis
microbioldgico y el laboratorio de analisis y procesamiento fitoquimico de la Universidad
Técnica Particular de Loja (UTPL), querido para evaluar la quimica del perfil obtenido
por CG-SM. De igual forma, se cuenta con los conocimientos, materiales, equipos, sepas
microbiologias, materia prima vegetal y el aceite esencial previamente obtenido para los
requerimientos que demandan los ensayos, actividades y pruebas a desarrollar para cumplir
los objetivos propuestos.

La informacion y la tecnologia obtenidas de la presente investigacion se pondra a
consideracion de la comunidad cientifica e instituciones de servicios de salud, locales y
nacionales, un compendio de resultados y evidencias validadas y analizadas como insumos
para el desarrollo de estudios especificas relacionadas que posibiliten estrategias de
prevencion y control de infecciones producidas por microorganismos en las comunidades
rurales con caracteristicas similares a las del canton Cafar. Se valida también el método de
obtencidn del aceite esencial por como forma rapida, menos traumatizante y alto porcentaje
de confiabilidad



CAPITULO II

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Plantas medicinales

A nivel mundial, aproximadamente el 80% de la poblacion mundial usa plantas
medicinales para satisfacer sus necesidades basicas de salud (Scuteri et al., 2019). El uso
de estas plantas en el tratamiento de enfermedades se practica desde la antigliedad, donde
el hombre, por su necesidad y falta de otras fuentes, buscaba en la naturaleza soluciones
para mejorar su propia condicion de vida, logrando una mayor longevidad (Schuhladen,
Roether, y Boccaccini, 2019). En Brasil, existen iniciativas gubernamentales que buscan
incentivar el uso del conocimiento etnobotanico para la atencion basica de la salud. El
Programa Nacional de Plantas Medicinales y Herbolarios es un ejemplo, basado en los
fundamentos de la Politica Nacional de Plantas Medicinales y Herbolarios, que busca
ampliar las opciones terapéuticas y mejorar la salud de los usuarios del Sistema Unico de
Salud - SUS, asi como la preservacion del conocimiento de las comunidades tradicionales
y la valorizacion del uso sostenible de la biodiversidad. Las plantas tradicionalmente
utilizadas para la preservacion de la salud son una fuente importante para la obtencion de
nuevos compuestos bioldgicamente activos, asi como para la producciéon de una gran
cantidad de farmacos, directa o indirectamente a partir de plantas. Los compuestos
biol6gicamente activos producidos por las plantas se denominan metabolitos secundarios,
muchos de los cuales se utilizan como productos farmacéuticos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, de los medicamentos reconocidos como basicos y esenciales, el 11%
son de origen vegetal (Gurib-Fakim, 2006). De los productos biolégicamente activos
obtenidos de plantas, los aceites esenciales son un ejemplo, que presentan una
constitucion quimica compleja. Los aceites esenciales realizan varias actividades
esenciales para la supervivencia de la planta, una de ellas es la defensa frente a la accion
de microorganismos patogenos (De Oliveira et al., 2019). Las evaluaciones del efecto
insecticida, bactericida, fungicida y antioxidante de los aceites esenciales han mostrado
resultados importantes, entonces la caracterizacién botanica de las especies vegetales es
de suma importancia, mediante estudios de bioprospeccion, encaminados a determinar su

composicion quimica y propiedades farmacoldgicas (Nascimento et al., 2018).



2.1.1.1. Plantas medicinales de Ecuador

Los etnobotanicos se han centrado en los Gltimos afios en el estudio de las plantas
vendidas por los mercados locales, ya que se consideran lugares donde existe un
intercambio cultural a través del comercio de recursos naturales y sus derivados (Tinitana
et al., 2016; Rios et al., 2017). Los comerciantes venden plantas medicinales y brindan
informacion sobre qué parte de la planta debe usarse, la dosis necesaria para calmar la
afeccion y el método utilizado para su administracion (Ledn-yanez et al., 2019; Nguyen
et al., 2019). Los mercados tradicionales logran asi brindar una vision mas profunda y
enriguecedora del conocimiento ancestral y el uso que se le da a las diferentes especies
vegetales de la region, ademas de permitir el desarrollo de las comunidades rurales y la
conservacion bioldgica (Santiago y Tinoco, 2020) Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la salud y el bienestar del 80% de la poblacion de los paises en desarrollo
dependen principalmente de la medicina tradicional, basada en el uso de una diversa gama
de plantas utilizadas con fines curativos cuando no hay acceso a una mejor atencion de la
salud o cuando sea el unico recurso médico (Rios et al., 2017; Nguyen et al., 2019). La
importancia de conocer la medicina tradicional y estudiar los conocimientos ancestrales
radica en todo el mundo, especialmente en América Latina, donde los estudios de la
etnobotanica y su historia son necesarios para atender la alta demanda (Tinitana et al.,
2016). En nuetro pais las especies vegetales que se comercializan entre los mercados
locales de las capitales de las provincias andinas corresponden a una gran cantidad de
dolencias (Torre et al., 2006) La “Enciclopedia de Plantas Utiles del Ecuador”, ha
documentado el uso de 5,172 especies de plantas y ha agrupado las plantas medicinales
(60% = 3,118 especies) en 24 categorias de enfermedades. Entre las categorias que
presentan mayor uso de especies medicinales se encuentran los sintomas (47%), que se
basa en el tratamiento de las percepciones patoldgicas del paciente (fiebre, dolor de
estomago, diarrea) (De la Torre et al., 2018). Seguido de infecciones (26%), que es la
categoria que se enfoca en el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias, virus,
hongos y parasitos. Sin embargo, las infecciones bacterianas son las principales
responsables de un gran ndmero de muertes a nivel mundial (Bussmann, 2019). El
tratamiento de heridas y lesiones representa el 17% de todas las plantas medicinales,
mientras que los trastornos del sistema digestivo representan el 15%. El uso de plantas
medicinales como antivenenos (14%) se utiliza principalmente para tratar las mordeduras

de serpientes. Sin embargo, los recursos vegetales también se utilizan ampliamente para
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tratar inflamaciones (13%), problemas dermatologicos (13%) y trastornos del sistema
respiratorio (12%). El resto de las categorias representan un porcentaje menor al 8% del
total de plantas medicinales, aunque hay un 30% de plantas Gtiles que no han sido

reportadas con ningun uso terapéutico (Lima et al., 2016; De la Torre et al., 2018)

La fitoterapia estudia el uso de plantas medicinales y sus derivados para prevenir o
tratar enfermedades de todo tipo. Mas tradicionalmente, la medicina herbal utiliza toda la
planta para tratar afecciones principalmente a través de infusiones o tés (Falzon y
Balabanova, 2017). Sin embargo, también utiliza diferentes partes de la planta, como la
raiz, la corteza, las hojas, las flores, las semillas y el aceite esencial en las que existe una
gran cantidad de compuestos activos que poseen propiedades bioldgicas que brindan
efectos terapéuticos en los organismos vivos (Jamshidi-Kia et al., 2018). En Ecuador, la
mayoria de las plantas medicinales que se utilizan con fines curativos son: hierbas (35%),
arbustos (29%), arboles (20%), y la que menos usos tiene son las enredaderas (4%), como

se puede observar en la Figura 1 (Weckmuller et al., 2019)

Sub-arboles

Enredaderas

Hierbas

Arbustos

Figura 1. Habitos vegetales utilizados con fines médicos en Ecuador

Fuente: El autor, 2021

De estos, las estructuras morfoldgicas de la planta como las hojas (30%) son las
que se utilizan méas abundantemente, seguidas del uso de la planta entera (10%) y flores
(6%) segun los registros de plantas medicinales atiles (Ayukekbong et al., 2017)

2.1.1.2. Plantas endémicas de Ecuador

Entre las especies medicinales que se registran en el libro “Botanica Econémica

de Los Andes Centrales” y en el libro rojo de las plantas endemnicas se encuentran 5
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plantas endémicas en Ecuador: floripondio (Brugmansia) , matico (Aristeguietia
glutinosa), salvereal (Lepechinia rufocampii), pumamaqui (Oreopanax ecuadorensis),
mosquera (Croton elegans) y chuquiragua Chuquiraga jussieui (Leon-yanez et al.,
2019); plantas que reflejan tambien su importancia cultural en concordancia con su
utilidad farmacoldgica (Durant-Archibold et al., 2018) y su posible utilidad econémica
al ser industrializadas (Huayta-Arapa et al., 2018). Segun la Revista Tecnologica
ESPOL (2018), en Ecuador, cerca del 80% de las comunidades y la poblacion urbana
utilizan la medicina tradicional como primer recurso para tratar cualquier tipo de

dolencia.

Ecuador, como pais megadiverso, tiene un potencial de estudio critico en el
descubrimiento de diversas actividades bioldgicas de las plantas presentes en la region,
especialmente aquellas que solo crecen en el pais (endémicas) (Valdez, 2019; Moran-
Bolafios, 2017). Sin embargo, la mayoria de estas especies no han sido evaluadas
cientificamente y la informacion sobre ellas es muy reducida (Huayta-Arapa et al.,
2018). En el siguiente capitulo se presenta la taxonomia (Tabla 3), una descripcién
geogréfica y terapéutica de las tres especies endémicas mas utilizadas y que se
encuentran ampliamente distribuidas en los mercados locales del pais. Ademas de una
lista de los estudios fitoquimicos y bioldgicos que se han desarrollado hasta la fecha.

(Leon-yanez et al., 2019)

2.1.2. Astereaceae

La familia Astereaceae (Compositae), es una de las familias mas grandes y
diversas que comprende alrededor de 1.600 géneros y mas de 23.000 especies en el
mundo (Kenny et al., 2018; Kriplani et al., 2019) Es la familia de plantas angiospermas
que registra la mayor abundancia de plantas Gtiles en Ecuador (Silveira-Rabelo y
Caldeira-Costa, 2018). Por ser tan diversos, especialmente en las regiones andinas, en los
Gltimos 25 afios se han llevado a cabo una gran cantidad de investigaciones para conocer
mas sobre estas especies, enfocandose en aspectos como su morfologia, ecologia,
anatomia y ontogenia también como analisis fitoquimicos y toxicoldgicos (Carrillo-
Hormaza, 2015). Las plantas que pertenecen a esta familia se han caracterizado por

estudios extensos sobre sus compuestos y actividades bioldgicas (Chaib et al., 2019).
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La familia de las Astereaceae son conocidos por sus propiedades terapéuticas como
agentes antibacterianos, antiinflamatorios, antitumorales, insecticidas, antifngicos y
antioxidantes (Fernnadez-Sanzhe, 2020).. Al ser especies que suelen estar sometidas a
condiciones extremas y factores de estrés ambiental como las bajas temperaturas, altitud,
la infeccion microbiana y la luz ultravioleta, los compuestos responsables de las
actividades farmacoldgicas pueden variar, presentando una alta diversidad de metabolitos
secundarios (Carrillo-Hormaza et al., 2015). Entre los compuestos mas abundantes en
esta familia se encuentran los fenol, flavonoides y dipernoides (Koc et al., 2015). La
familia Astereaceae incluye algunas de las especies medicinales mas antiguas y
estudiadas del planeta (Kenny et al., 2018). Su especie mas representativa por ser
ampliamente utilizada, estudiada y distribuida por los mercados son Cynara scolimus L.
(alcachofa), Baccharis trimera (Less), Matricaria chamomilla L. (manzanilla), Arnica
montana L. Vernonia condensata Baker (necroton), (&rnica verdadera) y la Chuquiragua
jussieui(chuquiragua, flor del camino) de la subfamilia Barnadesioideae (Antonio et al.,
2019).

2.1.2.1. La subfamilia Barnadesioideae

La Barnadesioideae es una subfamilia de las Astereaceae, comprende méas de 90
especies distribuidas en nueve generos completamente restringidos a América del Sur.
Los miembros de Barnadesioideae como la Chuquiraga Juissieui, comparten una serie de
caracteristicas morfoldgicas y moleculares que apoyan su posicion en una subfamilia
separada. La presencia de espinas axilares y tricomas barnadesioides (pubescencias de
pelos tricelulares no ramificados) en estructuras florales y vegetativas constituyen
caracteristicas morfolégicas Unicas dentro de Asteraceae que distinguen a
Barnadesioideae del resto de la familia (Ccana-Ccapatinta et al., 2018). Ademas, otra
caracteristica de Barnadesioideae es la falta de dos alteraciones de ADN en su genoma de
cloroplasto, que estan presentes en todas las demas Asteraceae (Kim et al., 2005; Jansen
y Palmer, 2018). Filogenéticamente, Barnadesioideae tiene una posicion bien respaldada

como grupo hermano de todas las deméas Asteraceae (Perez-Chauca et al., 2020).

2.1.2.1.1. Distribucion
A pesar del pequefio nimero de especies, los géneros de Barnadesioideae

muestran una amplia gama de habitos y distribuciones geograficas distintas. Los generos
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monotipicos Duseniella K.Schum., Huarpea Cabrera y Schlechtendalia Less, son plantas

herbaceas subarbustos distribuidas en areas aisladas de Argentina, Bolivia, Brasil,

Ecuador y Uruguay (Aguirre-Mendoza, 2018). De las cuales, la especie arbustiva

Chuquiragua jussieui, tienen una distribucion estrecha en el sur de Ecuador y el norte de

Per( y crecen en habitats mas o menos similares. La Tabla 1 resume los taxones

reconocidos actualmente del genero Chuquiraga (Barnadesioideae) y su distribucion

geografica correspondiente (Pinto et al., 2018).

Tabla 1. Especies de Barnadesioideae (Chuquiraga) y su distribucion geografica.

Género Especies Distribucion*
Chuquiraga C. acanthophylla Wedd. ARG, BOL
C. atacamensis Kuntze ARR, BOL, CHI
C. arcuata Harling ECU
C. aurea Skottsb. ARG
C. avellanedae Lorentz ARG
C. calchaquinae Cabrera ARG
C. echegarayii Hieron. ARG
C. erinacea subsp. erinacea D.Don ARG
C. erinacea subspp. hystrix (D.Don) C.Ezcurra ARG
C. jussieui J.F.Gmel. BOL, COL, ECU, PER
C. kuschelii Acevedo CHI
C. longiflora (Griseb.) Hieron. ARG, BOL
C. oblongifolia Sagést. y Sdnchez Vega PER
C. raimondiana A. Granda PER
C. morenonis (Kuntze) C.Ezcurra ARG
C. oppositifolia D.Don ARG, BOL, CHI
C. parviflora (Griseb.) Hieron. ARG, BOL
C. rosulata Gaspar ARG
C. ruscifolia D.Don ARG
C. spinosa subsp. spinosa Less. PER
C. spinosa subsp. australis C.Ezcurra ARG, BOL, CHI
C. spinosa subsp. huamanpinta CEzcurra PER
C. spinossa subsp rotundifolia(Wedd.) CHI, PER
C.Ezcurrra
C. straminea Sandwith ARG
C. ulicina subsp. acicularis (D.Don) C.Ezcurra  CHI
C. weberbaueri Tovar PER

Taxonomia segun (Fernandez et al., 2017); (Ledn-yanez et al.,

2019); (Castro y Silvana, 2020)

(Rodriguez-Segovia et al., 2020); (Arnelas et al., 2020); para Chuquiraga. Abreviaturas: ARG = Argentina,
BOL = Bolivia, BRA = Brasil, CHI = Chile, COL = Colombia, ECU = Ecuador, PER = Peru
* Los datos de distribucién actualizados se consultaron en la base de datos TROPICOS (www.tropicos.orgq)

(Estrella et al., 2017)
Fuente: El Autor, 2021
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2.1.2.1.2. Quimica

La quimica de los metabolitos secundarios de la subfamilia Barnadesioideae se ha
descrito siguiendo un perfil segin | posicién basal de las hojas y flores en la familia
Asteraceae (Ccana-Ccapatinta et al., 2018). En total, dos acetofenonas (1 y 2), vainillina
(3), &cido galico (4), umbeliferona (5) (Senatore et al., 2008), 13 flavonoides (kaempferol,
quercetina, isorhammetina y sus 3-O-glucosidos, 6-18) (Juarez y Mendiondo, 2018) y 21
triterpenoides (triterpenoides pentaciclicos de tipo taraxastano, lupano, ursano vy
oleanano, 19-39), se han descrito hasta la fecha en Barnadesioideae, subfamilia del genero
Chuquiraga jussieui (Gurovic et al., 2017). Los nombres triviales correspondientes y las
estructuras quimicas se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Componentes quimicos reportados en miembros de Barnadesioideae.

No Clase quimica Nombre trivial

1 Fenoles p-hidroxiacetofenona

2 p-metoxiacetofenona

3 Vainillina

4 Acido galico

5 Umbeliferona

6 Flavonoides Eriodictyol

7 Kaempferol

8 Kaempferol-3 — O - glucosido

9 Kaempferol-3 — O — glucurdnido.
10 Kaempferol-3 — O — rutinosido.
11 Quercetina.

12 Quercetina-3-0O-glucdsido.

13 Quercetina-3-O-glucuronido.

14 Quercetina 3-O-ramnosido.

15 Quercetina-3-O-rutinodsido.

16 Isorhamnetina-3-O-glucésido.

17 Isorhamnetina-3-O-glucurénido.
18 Isorhamnetina-3-O-rutindsido.

19 Triterpenoides a-amirina

20 Acetato de a-amirina

21 B-amirina

22 Acetato de -amirina

23 Eritrodiol

24 Friedelinol

25 Taraxasterol

26 Pseudotaraxasterol

27 Faradio

28 3P, 6p-Dihidroxitaraxasta-20-eno
29 3B-acetoxi-6B-hidroxitaraxasta-20-eno
30 6p-Dhidroxitaraxasta-20-eno 3p-palmitato
31 6B-Dydroxytaraxasta-20-en-3-ona
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32 Lupeol

33 Acetato de lupeilo

34 Calenduladiol

35 Betulin

36 Heliantriol B2

37 Lupenona

38 30-Nor-lupan-3p3-o0l-20-ona

39 3B-Acetoxi-30-nor-lupan-20-ona

Fuente: El autor, 2021.

OH
1
OH
HO (o] @:
OH O OH © OH O OH O
_ 1MR=H
; :;glucose 12 R = Glucose 16 R = Glucose
6 9 R = Glucuronic acid 13 R = Glucuronic acid 17 R = Glucuronic acid
14 R = Rhamnose 18 R = Rutinose

10 R = Rutinose 15 R = Rutinose

21 Ry =H, Ry = CHg
22 R, = Ac, Ry = CHy 24 25
23R, =H, Ry = CH,0H

OH
27 R=0H

30 R = OC(CHj)14CHs

35R=H 3BR=H
36 R =0OH 39R=Ac

Figura 2. Componentes quimicos més frecuentes de la subfamilia Barnadesioideae

Fuente: Metabolitos secundarios - composicion molecular (Gurovic et al., 2017)
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Figura 3. Foto de la especie Chugruiraga jussieui

Fuente: El autor, 2021 (Laguna de Patococha - Cafiar)

Chuquiraga es un género de veinte y dos arbustos de hoja perenne endémica de
las regiones &ridas y semiéridas de los Andes y el sur de América del Sur. Es la mas
variable morfolégicamente de la subfamilia Barnadesioideae y presenta una gran

diversidad de tipos de hojas (Arroyo-Acevedo et al., 2017; Ledn-yanez et al., 2019).

La Chuquiraga es un género de 22 arbustos espinosos de hoja perenne que crecen a lo
largo de los Andes y la Patagonia en habitats de gran altitud; sin embargo, algunas
especies se encuentran a nivel del mar en el centro de Chile y Argentina (Martinez et al.,
2020). En Ecuador, la especie Chuquiraga jussieui ha sido descrita entre las plantas
endémicas de la regién andina ecuatoriana, y se ha reportado su ubicacion en algunas
provincias de la Sierra como Azuay, Cafar, Tungurahua, Cotopaxi, Chimborazo,

Pichincha e Imbabura y Oriente, en Napo (Le6n-yanez et al., 2019).

2.1.2.1.3. Usos medicinales

Varias especies del género Chuquiraga jussieui es descrita como de uso ansetral en
la medicina de Bolivia, Colombia, Argentina, Chile, Ecuador y Perd. Los usos
medicinales de Chuquiraga se remontan a la época de las culturas sudamericanas
precolombinas como los incas (Ledn-yanez et al., 2019; Céaceres-Ortiz, 2019), aymaras
(Britto, 2017). Como tendencia general, las especies medicinales de Chuquiraga se
utilizan en infusiones, solas o en mezcla con otras plantas (Bussmann, 2019), para el

tratamiento de trastornos respiratorios, gastrointestinales, genitourinarios y
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reproductivos. Los nombres comunes y usos medicinales de las especies del género

Chuquiraga se muestran en la Tabla 3.

Chuquiraga jussieui y Chuquiraga Spinosa se utilizan muy frecuentemente en la
curasion y tratamiento de prostatitis y del cAncer de prostata. En este contexto se describe
por primera vez el efecto protector del uso y aplicacion del extracto hidroalcoholico de
C. spinosa sobre el cancer de prostata y el cancer gastrico inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU) en ratas. El mismo extracto mostré Citotoxicidad en la linea la linea
celular DU-145 (carcinoma de préstata) con una CI50 de 2,98 ug / ml (Arroyo - Acevedo
et al., 2017). Ademas, Arroyo - Acevedo et al., (2017), investigaron la citotoxicidad del
extracto etandlico de C. spinosa en MCF-7 (adenocarcinoma de mama), K-562 (leucemia
miel6gena cronica), HT-29 (adenocarcinoma de colon), H-460 (carcinoma de células
grandes de pulmoén), M-14 (amelanético melanoma), HUTU-80 (adenocarcinoma del
duodeno) y lineas celulares DU-145, obteniendo valores de 1C50 de 5,32-9,25 pg / ml.
Curiosamente, las fracciones lipofilicas (cloroformo , hexano, gasolina, y acetato de etilo)
obtenidos del extracto , mostrando valores de C150 de 24, 19-54, 12 pug / ml, lo que sugiere
que los componentes activos pueden permanecer a las fracciones polares. Las actividades

bioldgicas actualizadas de las especies de Chuquiraga se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 3. Nombres comunes y usos medicinales de especies del género Chuquiraga

ESPECIES PAIS NOMBRE COMUN INDICACIONES * REFERENCIA
Resfriado, tos y fiebre. Dolor de estomago. Infecciones del tracto(Duke, 2008) (de Lima
C. acanthophyllaARG Espina amarilla. urinario. Ferreira et al., 2021)
Conjuntivitis, para la cual la planta se usa para hacer un humo
Hierba de san Pedro, san Pedro,medicinal. Dolor reumético, donde la infusion de la planta se usa(Arroyo-Acevedo et al.,
C. atacamensis ARG kishka tola. para lavar las piernas reumaticas para aliviar el dolor. 2017)
Resfriado, tos, fiebre. Infecciones del tracto urinario, cistitis,
San Geronimo, fundicion, kutuprostatitis. Alivio de los sintomas posparto. No recomendado en(Ccana-Ccapatinta et al.,
BOL kutu, chajllampa. mujeres embarazadas. 2018)
Lengua de gallo, tastara,La infusién se utiliza como bafios calientes contra los resfriados.
quebrolla, killokisca, chanaTos productiva e improductiva, fiebre, (Paniagua-Zambrana et
CHI chaklamba. Trastornos genitourinarios y reproductivos en mujeres. al., 2020)
Quilimbay-trayao, tratrakcha, Tos. Dolor de cabeza y fiebre, las hojas hervidas se mastican en una(Ccana-Ccapatinta et al.,
C. avellanedae ARG trayau. mezcla con azucar. 2018)
Romerillo, falsa ufia de gato,Dolor de estomago y enfermedad hepatica. Enfermedad del rifion.(Hurtado-Huarcayal et
C. erinacea ARG trifrif mamull. Fortalece el cerebro y los nervios. al., 2021)
C. jussieui COL Chuquiragua, vela de paramo. Febrifuga, diurético, calculos renales. (Duke, 2008)
Enfermedad hepatica, diabetes. Alergias y trastornos cutaneos.(Zambrano & Tonato,
Dolor de huesos, reumatismo y otras inflamaciones. Dolor de2020), (Aguaiza

muelas, dolor de estbmago Yy trastornos gastrointestinales.Quizhpilemaetal., 2021)
Resfriado, fiebre, tos y trastornos respiratorios. Paludismo, fiebre(De la Torre et al.,,
Chuquiragua, Flor del camino,palidica, viruela, infecciones internas. Trastornos urogenitales,2018)(Ledn-yanez et al.,

ECU Chuquira. diuréticos. Alivio de los sintomas posparto. 2019)
Chiquiragua (norte de Pert).Dolor de estobmago y enfermedad hepéatica. Dolor musculo(Ccana-Ccapatinta et al.,
PER Inca llaulli. esquelético. Erupciones cutaneas, inflamaciones. 2018)
Kentayllaulli, quishuara,Resfriado comdn, tos, dolor de garganta, fiebre, trastornos(Chuctaya & Roque,
Kiswara, kiswara. respiratorios. Vaginitis e infecciones vaginales, como lavado2018).
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externo. Infecciones del tracto urinario, enfermedad renal, calculos,

prostatitis
Sintomas posparto. Endoparasiticida (gusanos intestinales) y
Ttiutumpi, gharisirviy (sur deectoparasiticida (piojos). (Perez-Chauca et al.,
Perq). Dolor reumatico, se usa una infusion para lavar las piernas 2020)
C. longiflora ARG Azafran de la puna La planta se agrega al agua para el lavado personal. (Navas, 2019)
C. oppositifolia ARG Azafran del campo Hipoglucemiante, hipocolesterolemiante. Antiflngico. (Torres, 2018)
(Ccana-Ccapatinta et al.,
C. parviflora  BOL Chifii michi michi Contra la maldicion. 2018)
C. spinosa ARG Charkoma Regulacion del ciclo menstrual. Oyarzabal et al, 2018
Ccana-Ccapatinta et al,
BOL Huamanpinta Cistitis y célculos renales recurentes. 2021
ECU Chuquiragua Malaria, Dolor de huesos, resfriado, tos y fiebre. Dolor de huesos. (Orellana et al., 2020)
Huamanpinta, huancapita, Afecciones  respiratorias.  Antiblenorragico 'y  vermifugo.(Cristobal & Paredes,
PER huancaspita. Conjuntivitis. Gonorrea. 2019)
Trastornos del sistema urinario en mujeres y hombres. Vaginitis e
Laulinco, pucacasha,infeccion vaginal, la infusion de la planta se utiliza para lavado
pazpapamaquin.  Qharisirviy, externo. Inflamaciones de rifion y préstata. Cancer de prostata.(Puente y Vilcayauri,
cjari sirvi. Diureético. Impotencia sexual 2018).
Tos, bronquitis, asma. Enfermedad del higado. Diurético y(Profesional &
C. weberbaueri PER Amaro, amaro depurativo. Biologicas, 2021)

* Comunmente, las partes aéreas se utilizan para hacer infusiones o decocciones en agua y otros modos de uso se detallan en el texto. Abreviaturas: ARG =
Argentina, BOL = Bolivia, CHI = Chile, COL = Colombia, ECU = Ecuador, PER = Per(.

Fuente: El autor, 2021.
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Tabla 4. Actividades bioldgicas reportadas para especies del género Chuquiraga

EXTRACCION DE SOLVENTE,

PLANTA ESTANDARIZACION BIOACTIVIDAD RESULTADOS REFERENCIA
C. Etanol al 80% (5 g/ 100 ml) *, 500 pg de (Ccana-Ccapatintaetal.,
atacamensis EAG / ml. In vitro COX-1 inhibition IC50 =2 ug/ml 2018)
In vitro COX-2 inhibition IC50 =4,7 pug / ml
Antioxidanteee, DPPH, ABTS*, Oy IC =3.5-20 ug/ml

Etanol al 80% (5 g/ 100 ml) *, 500 pg de

GAE / ml Cepas de Staphylococcus aureus MIC = 80-600 pg/ml

(Carrizo et al., 2020)

Enterococcus faecalis strains MIC = 150-300 pg/mi

Escherichia coli strain

MIC =600 pg/ml

Other Gram-negative bacteria

MIC = 300-600 pg/ml

Etanol (extracto seco) Antioxidante, ABTS " assay SC50 = 1.5 pg/ml

(Ccana-Ccapatintaetal.,
2018)

C. erinacea Extracto etandlico (extracto seco) Actividad inhibidora de AChE invitro  IC50 = 7.26 mg/ml

(Gurovic et al., 2017)

C. jussieui Agua (2 g/100 ml) * Antioxidante IC50 = 64.9 mg/L

(Duenas-Rivadeneira et
al., 2017); (Carrizo et
al., 2019).

C. spinosa Agua (extracto seco), 5,4 mg EAG / mg Antioxidante, DPPH', ABTS™ IC=9.6 -30.5 ug/ml

(Carrizo et al., 2019)

Candida albicans MIC = 2,5 ug en placa TCL

Cladosporium cucumerinum MIC =25 pg en placa TCL

Rhizopus stolonifer MIC = 4,6 ug en placa TCL

50% Methanol (dry extract), 6.3 mg

EAG/mg Antioxidante: DPPH’, ABTS’ IC =8.5-21.7 ug/ml

(Casado et al., 2011)

Antiinflamatorio, edema de patas en ratas Inhibicién maxima = 52,5%

Antiinflamatorio, edema de oido en
ratones. Inhibicion = 88,1%

21



Candida albicans

MIC = 6,3 ug en placa TCL

Rhizopus stolonifer

MIC = 13,5 ug en placa TCL

Metanol (extracto seco), 12,6 mg GAE /

magr Antioxidante, DPPH', ABTS"

IC=10.5-236.5 ug/mi (Casado et al., 2011)

Rhizopus stolonifer

MIC = 18,5 ug en placa TCL

(Paniagua-Zambrana et
13 mm, prueba de difusion enal., 2020)(Bussmann y

Agua (5g /500 ml) * Cepa de Staphylococcus aureus agar Sharon, 2014)
(Arroyo-Acevedo et al.,
Etanol al 96% (extracto seco) Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 2.98 pg/ml 2017)
(Arroyo-Acevedo et al.,
Etanol al 96% (extracto seco) Citotoxicidad en la linea MCF-7 IC50 = 9.25 pg/ml 2017)
Citotoxicidad en la linea K-562 IC50 = 7.34 pg/ml
Citotoxicidad en la linea HT-29 IC50 = 8.52 pg/ml
Citotoxicidad en la linea H-460 IC50 = 5.32 pg/ml
Citotoxicidad en la linea M-14 IC50 = 8.30 pg/ml
Citotoxicidad en la linea HUTU-80 IC50 = 6.20 pg/ml
Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 7.09 pg/ml
Fraccién de hexano (extracto seco) Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 27.03 pg/ml
Fraccion de éter de petréleo (extracto
Seco) Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 33.10 pg/ml
Fraccion de cloroformo (extracto seco) Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 24.19 pg/mi
Fraccion de acetato de etilo (extracto
Seco) Citotoxicidad en la linea DU-145 IC50 = 54.12 pg/ml
C. straminea80% de metanol (extracto seco) Antioxidante, DPPH', ABTS" SC50 = 14.5 - 34.9 ng/ml  (Juarez & Mendiondo, 2018)

Cepas de Staphylococcus aureus

MIC = 200 - 800 pg/ml

* Relacion planta / disolvente. EAG (Equivalentes de Acido Galico), MIC (Concentracion Minima Innivitoria, IC50 (Concentracion Innivitoria 50)

Fuente: El autor, 2021.
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2.1.2.1.4. Toxicidad

Existen pocos datos sobre la toxicidad o efectos secundarios de especies del género
Chuquiraga. Los extractos acuosos de, Chuquiraga.Spinosa y Chuquiraga. Weberbaueri
mostraron dosis letales medianas (LD50)> 10,000 pug / mL en el ensayo de letalidad del
camarén en salmuera, mientras que los extractos etandlicos mostraron valores de LC50
de 1.1y 0.25 pg/ mL, respectivamente (Bussmann, 2019). Aungue existe un informe que
prohibe la administracion de infusiones de Chuquiraga. atacamensis en mujeres
embarazadas porque podria causar un aborto espontaneo (Maldonado-Coello & Naula-
Orrala, 2020), se necesitan estudios adicionales para revelar los posibles efectos
secundarios y toxicidad de otras especies como la Chuquiraga jussieui y otros

representantes de la subfamilia Barnadesioideae.

2.1.2.1.5. Comercializacion

Las especies medicinales de Chuquiraga son elementos importantes y evidentes en
los mercados de plantas medicinales de las ciudades tradicionales de Ecuador y Peru pero
también en ciudades modernas como Quito, Guayaquil, Cuenca y Lima, y al menos una
especie ha sido introducida en el mercado internacional. A diferencia de los mercados de
Boliva y Perd, donde la comercializacion de especies de Chuquiraga es frecuente, la
comercializacion en Mercados de Ecuatorianos parece se muy limitada (De la Torre et
al., 2018), incluso se encunetra incluida en el libro rojo de las palntas en peligro de
extinsion (Martinez et al., 2020). No asi en Perd en donde diferentes especies de
Chuquiraga son observadas con un prometedor potencial de industrializacién (Durant-
Archibold et al., 2018) Las partes investigadas ( hojas y flores) de esta especie también
se encuentran en los mercados de las zonas del norte de Perud junto con la Chuquiraga
jussieui. weberbaueri (Bussmann y Sharon, 2014). En los mercados del sur del Ecuador,
las inflorescencias de Chuquiraga jussieui se comercializan con frecuencia por separado
de las hojas y los vapores (Figura 4A). Las partes aéreas de la Chuquiraga. spinosa se
comercializan a lo largo de las principales ciudades de Per( (Martinez, 2018; Bussmann,
2019). Estas especies también se distribuyen como suplemento dietético en Europa
(Huamanpinta, Esparta GmcH y Norteamérica (Huamanpinta, Alpha Omega Labs).

También se pueden encontrar productos que contienen Chuquiraga mezclados con otras
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plantas, por ejemplo, Women's Care Blend (Amazon, www.amazon.com), Prostate Care
Blend y Kidney Cleanser Blend

(Fito Global Inc., 2021).
. . ,

Figura 4. Muestras comerciales de la especie Chuquiraga: A) Flores de Chuquiraga jussieui
(Mercados de la ciudad de Azogues y Biblian, Ecuador); B) Partes aéreas de Chuquiraga jussieui y
Chuquiraga spinosa (Mercado de la Ciudad de Puno y La Oroya, Pert); C) Capsulas que contienen
Chuquiraga jussieui y Chuquiraga spinosa en polvo (Comercializado en Austria y Alemania)

Fuente: El autor, 2021

2.1.3. Identificacion de farmacos de productos vegetales naturales

Los productos naturales se definen como sustancias 0 compuestos obtenidos de
organismos vivos como plantas, animales, hongos e incluso de una amplia variedad de
microorganismos. También puede referirse al propio organismo (planta, animal) o
diferentes partes de él, como hojas, tallos, raices, 6rganos de animales o glandulas (Orhan,
2019). El descubrimiento de nuevos farmacos esta vinculado a una tarea desafiante para
los cientificos, ya que requiere buscar un candidato que sea lo suficientemente viable y
solido para ser considerado como un posible agente terapéutico (Lahlou, 2017). De esta
forma, los productos naturales y sus derivados han sido una de las fuentes primarias y de
gran importancia en el desarrollo de nuevos farmacos por ser el principal ingrediente
activo (Harvey, 2018). Se estima que alrededor del 40% de las drogas en el mundo
corresponden a productos de origen natural o semisintético de sus derivados (Martinez et
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al., 2020). Cuando nos referimos a los productos naturales de las plantas, estos
corresponden a los metabolitos secundarios producidos por todos estos organismos como
consecuencia de su adaptacion a diferentes ambientes (factores abidticos y bioticos) o
como mecanismo de defensa frente a los depredadores. Por estas razones, existe una
amplia variedad de metabolitos secundarios en la estructura de la planta y, por lo tanto,
representan un candidato potencial en el descubrimiento de farmacos (Mamadalieva et
al., 2018).

Segln la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia
Médica Europea (EMA), alrededor de una cuarta parte de los medicamentos aprobados
son de origen vegetal (Thomford et al., 2018). Entre 1981-2019, la FDA aprob6 1.881
medicamentos, de los cuales el 19% fueron derivados de productos naturales), el 7.4%
fueron una mezcla de medicamentos botanicos, el 3.8% pertenecian a los productos
naturales que no han sido alterados, otro 3,5% correspondié a medicamentos sintetizados
a partir de productos farmacoforos naturales y el resto a medicamentos sintéticos, sin
embargo, del total de especies de plantas en la Tierra, solo el 10% ha sido registrado con
usos en medicina popular, y de estas, el 5% ha sido sometido a estudios fitoquimicos que
prueban sus propiedades medicinales (Bernardini et al, 2018). Hasta 2015, la cantidad de
medicamentos conocidos que se desarrollaron a partir de exdmenes de plantas fue de 135,
y se estima que se descubriran 700 nuevos medicamentos con estudios fitoquimicos de
las especies de plantas restantes (Hussein y El-Anssary, 2018). Esto significa que existe
un amplio campo de investigacion farmacoldgica en plantas terrestres que conduce a un

posible desarrollo de medicamentos a base de hierbas

Los compuestos bioactivos de los farmacos interactian con macromoléculas del
cuerpo humano, como proteinas o acidos nucleicos, para producir un efecto terapéutico
frente a un tipo de dolencia o enfermedad. Este proceso ha llevado a los cientificos a
pensar en la importancia de identificar los compuestos quimicos de las plantas, utilizando
componentes aislados como ingrediente principal de los medicamentos, lo que promete
un mejor tratamiento meédico. Sin embargo, en la medicina ansetral, los extractos de
plantas se utilizan para tratar cualquier tipo de dolencia en una combinacion de
compuestos quimicos, ya que los compuestos aislados pueden no tener una actividad

bioldgica especifica, por lo que se requiere una actividad sinergica para cumplir esta
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funcién en algunas ocasiones (Thomford et al., 2018). Debido a la complejidad de las
enfermedades, los medicamentos que existen deben ser capaces de tratar las dolencias de
manera eficaz y segura. Es por eso que algunos de los medicamentos que se basan en un
solo compuesto han fallado en su proceso para ser un medicamento eficaz para tratar
enfermedades. Dado que puede ser un proceso muy complicado y que requiere mucho
tiempo, buscar una mezcla de compuestos quimicos en extractos o aceites esenciales de
plantas, en lugar de compuestos Unicos, es una de las nuevas metodologias utilizadas para

mostrar una alta actividad bioldgica (Harvey, 2018).

2.1.6. Técnicas de aislamiento y caracterizacion fitoquimica de las plantas

medicinales

Una vez obtenido el extracto de la planta se presenta una mezcla compleja de
productos naturales (metabolitos secundarios) que es necesario aislar y depurar para
obtener el producto puramente natural. Los compuestos tienen diferentes polaridades y
caracteristicas fisicas que deben tenerse en cuenta ya que pueden dificultar el proceso de
identificacion y caracterizacion (Sasidharan et al., 2017). Se utilizan dos tipos de técnicas
para aislar y detectar metabolitos secundarios: 1) Técnicas cromatograficas como la
cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia en columna (CC), la cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) y la cromatografia en capa fina de alta resolucion
(HPTLC) y 2) técnicas no cromatograficas como la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), (NMR) y Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC-MS) (Hussein y EI-Anssary, 2018).

2.1.6.1. Técnicas cromatogréficas

Son métodos que separan los diferentes compuestos quimicos segun su polaridad,
forma, tamafio y carga (Hussein & El-Anssary, 2018). Existen 2 fases esenciales en estas
técnicas: a) fase estacionaria es aquella que tiene una sustancia o adsorbente con
diferentes afinidades a los compuestos que tiene la muestra, puede ser una confiable, gel
o liquida (si es liquida, es unido a un sélido). Como adherentes de la fase estacionaria se
utilizan habitualmente gel de silice, celulosa en polvo, aluminio, almidon, etc. Y también

tenemos la b) fase mavil, que puede ser liquido o gas que se mueve en una direccion junto
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con la fase estacionaria (solventes). Su principal se centra en la aplicacion de la muestra
(extracto) sobre una superficie o un solido donde la fase estacionaria permite la separacién

de productos naturales ayudada por la fase movil (Tinoco y Vispo, 2020).

2.1.6.1.1. Cromatografia de capa fina (CCF)

La técnica CCF se aplica principalmente para compuestos de bajo peso molecular
y utiliza un compuesto adsorbente adherido a una placa como fase estacionaria (Hussein
& El-Anssary, 2018). La literatura informa que alrededor del 90% de los analisis
fitoquimicos se realizan con gel de silice. En este método, la fase mdvil (solvente) viaja
hacia arriba a través de la fase estacionaria por accion capilar, logrando asi que los
anualitos se separen segun su polaridad respecto al solvente elegido (Rengifo-Zevallos,
2018). En el caso de que las moléculas sean incoloras, es necesario utilizar inflorescencia,
radiactividad o cualquier sustancia quimica que les permita emitir un color que indique
su posicion en la placa. La reaccion se puede observar visualmente o bajo luz ultravioleta.
La TLC también nos permite calcular la posicion del anualito usando la relacion de la
distancia recorrida por el compuesto y la fase mdvil (Tinoco y Vispo, 2020). Este valor

es el factor de retencion (Rf) y cobmo calcularlo se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Calculo del factor de retencién de TLC (Fr)

Fuente: Cromatografia (CCF) (Hussein y EI-Anssary, 2018)
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2.1.6.1.2. Cromatografia de columna (CC)

La cromatografia en columna se aplica para separar compuestos con
caracteristicas mas complejas como tener un mayor peso molecular y concentracion, asi
como diferencias entre su estructura y carga neta. La columna se recubre por la fase
estacionaria (cualquier tipo de adsorbente) y el extracto se deposita en la parte superior
de la columna para ser absorbido en la fase estacionaria. Luego, se agrega la fase movil
y se deja pasar por la fase estacionaria, llevando consigo los analitos a diferentes
velocidades y separando asi los compuestos quimicos de la muestra. La velocidad a la
que transcurre la fase movil depende de la polaridad y afinidad de los productos naturales

hacia el disolvente (Mammer, 2019).

2.1.6.1.3. Cromatografia liquida de alta presion (CLAP)

La CLAP es una técnica que separa de manera eficiente moléculas en muestras
bioldgicas, ambientales y farmacéuticas. La principal caracteristica de la HPLC es que
utiliza la presion para aumentar la velocidad a la que los compuestos de la muestra viajan
a través de la columna (fase estacionaria) transportada por la fase movil, aumentando el
poder de separacion de este método. La presion aplicada debe ser alta y estar entre 250-
400 bar, por lo que es mejor aplicarla para muestras que contengan compuestos
termolabiles (Grosser y van Dam, 2017). En esta técnica se utiliza un detector
(habitualmente de luz ultravioleta por su alta sensibilidad), que permite detectar aquellos
componentes capaces de absorber luz ultravioleta en un amplio rango de longitudes de
onda, incluso cuando se encuentran en cantidades minimas en la muestra. También se
necesita un registrador que permita representar graficamente la composicion quimica de

la muestra a través de un cromatograma (Diaz-Santana et al., 2017).

2.1.6.1.4. Cromatografia de capa fina de alto rendimiento (CCFAR)

La cromatografia de capa fina de alto rendimiento es una técnica mejorada basada
en los mismos principios de CCF. Este método utiliza placas mucho mas pequefias y
capas de recubrimiento méas gruesas que en la CCF, lo que mejora el rendimiento de la

separacion de analitos. La ventaja de la HPTLC es la presencia de un densitdmetro, que
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registra la composicion quimica de la muestra segun su absorbancia de luz UV, mostrando
el analisis cuantitativo de los diferentes metabolitos encontrados en un cromatograma. Es
un método cromatogréafico rapido, eficaz y eficaz capaz de analizar una amplia variedad
de muestras (Attimarad et al., 2011).

2.1.6.1.5. Cromatografia de gases (GC)

El GC utiliza una columna, donde se observa la fase estacionaria y a diferencia de
otras técnicas de cromatografia, la fase movil (gas inerte) solo ayuda a transportar los
compuestos a través de la columna pero no interactta con ellos. Debido a la afinidad de
los compuestos quimicos en la muestra con la fase estacionaria, las moléculas se separan

y luego salen a diferentes velocidades (Sparkman et al., 2018).

2.1.6.2. Técnicas no cromatograficas

2.1.6.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

FT-IR es una técnica que utiliza luz en el rango infrarrojo del espectro
electromagnético para que los componentes de una muestra desconocida puedan
capturarlos y medirlos en funcion de una longitud de onda. Los enlaces quimicos de las
moléculas son los principales grupos funcionales identificados por este método y son tan
especificos que se les conoce como “huella dactilar” molecular (Soares et al., 2017). Al
ser una técnica informatizada, a diferencia de otras, es mas sensible y rapida en su
deteccion e identificacion de compuestos. Su principal ventaja es registrar toda la
informacion de la muestra en un espectro simultaneamente. Se pueden preparar muestras
para FT-IR dependiendo de si es solido o liquido. En el caso de muestras solidas, deben
triturarse hasta que las particulas sean uniformes y mezclarse con bromuro de potasio
(KBr) para formar un granulo homogéneo que se utilizara para el andlisis. Por otro lado,
si tienes una muestra liquida, se coloca una pequefia gota entre dos placas de cloruro de
sodio (NaCl), formando una pelicula que te permitira realizar el analisis (Gomez y
Murillo, 2017).
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2.1.6.2.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN fue informada por primera vez por Shuker en 1996 cuando logré describir
e identificar moléculas de farmacos utilizando esta técnica, y su uso ha aumentado
rapidamente desde entonces. Es un método utilizado para determinar los marcos
estructurales en cuanto a la posicion y tipo de diferentes is6topos de carbono (C-13 NMR)
o los hidrogenos (H-NMR) presentes en las moléculas de la muestra a estudiar. Para el
analisis de RMN, la cantidad de muestra requerida es pequefia y la ventaja es que se puede
reutilizar para estudios posteriores (Koparde, 2017)

2.1.6.2.3. Espectrometria de masas (MS)

El MS captura los compuestos separados y los descompone en fragmentos
ionizados, lo que permite detectar e identificar las moléculas teniendo en cuenta la
relacion masa / carga. Al usar ambas técnicas juntas, el rendimiento y la sensibilidad de
deteccion aumentan e incluso son perfectos para aquellas muestras con compuestos

volatiles, ya que es un requisito especifico de GC (Sparkman et al., 2018)

2.1.6.2.4. La cromatografia de gases acoplato a espectrometria de masas (GC-MS)

Es una de las técnicas analiticas con guiones. En realidad, se trata de dos técnicas
que se combinan para formar un Unico método para analizar mezclas de productos
quimicos organicos. La cromatografia de gases separa los componentes de una mezcla y
la espectrometria de masas caracteriza cada uno de los componentes individualmente. La
combinacién de las dos técnicas permite evaluaciones tanto cualitativas como
cuantitativas de una muestra que contiene varios compuestos organicos. Los usos de GC-
MS son numerosos, incluida la investigacion quimica, geoldgica, ambiental y forense
(Sparkman et al., 2018)
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2.1.7. Proceso para analizar las propiedades fitoquimicas y la actividad biolédgica

de los productos naturales.

Las plantas han tenido un papel fundamental como parte de la medicina moderna y
el desarrollo de la industria farmacéutica, principalmente por la cuarta razén critica. La
primera es que las plantas se utilizan en la medicina tradicional como agentes terapéuticos
directos. La segunda se utiliza como materia prima para la obtencion algunos otros
componentes quimicos semisintéticos. El tercero se basa en su compleja y diversa
estructura quimica que se ha utilizado como base para la creacién de nuevos compuestos
sintéticos, y el cuarto es que sirven como guias para el descubrimiento de nuevos agentes
medicinales de acuerdo con el conocimiento que existe sobre su taxonomia (Anjo et al.,
2021)

La investigacion que conduce al descubrimiento de farmacos se basa en el estudio
de la fitoquimica. La fitoquimica o fitoanalisis es una disciplina cientifica que tiene como
objetivo definir la composicién quimica de los recursos vegetales y estudiar estos
componentes para descubrir potenciales agentes terapéuticos (Hussein y El-Anssary,
2018). El metabolismo secundario de las plantas produce compuestos biol6gicamente
activos que se forman como mecanismo de defensa y adaptacion al medio. Estos
compuestos quimicos también se conocen como metabolitos secundarios o fitoquimicos.
Entre los fitoquimicos mas comunes se encuentran los fenoles, alcaloides, terpenos,
flavonoides, saponinas, esteroides y otros (A. Martinez, 2018) Segun la literatura, se ha
demostrado que los compuestos fendlicos son los mas abundantes entre las plantas (45%)
y producen la mayor cantidad de actividades biologicas (Houghton, 2017) Se estima que
se han descrito aproximadamente 50k metabolitos secundarios en plantas, y con aquellos
para los que aln no se dispone de un cribado fitoquimico, podria llegar a mas de 200k.
Entre las propiedades asignadas a estos componentes activos se encuentran las
antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes, antifungicas, antivirales y algunas otras
(Soares et al., 2017). La Tabla 5 describe las diversas propiedades biologicas atribuidas a
los diferentes metabolitos secundarios con base en la informacion de estudios previos en

la literatura.
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Tabla 5. Propiedades bioldgicas de algunos metabolitos secundarios aislados de
plantas.

Metabolitos Actividad bioldgica Referencias
secundarios
Alcaloides Anticancerigenos,  antibacterianos, (Thawabteh et al., 2019)
antivirales, antioxidantes,
antifungicos.
Compuestos fendlicos Antibacterianos, antifangicos, (Vega, 2013)
antioxidantes, anticancerigenos,
antivirales, antitumorales,
antiinflamatorios.
Terpenoides Antibacteriano, antifingico, (Martin-Smith y Sneader,
antiinflamatorio, antihipertensivo. 2018)
Flavonoides Antioxidante, antiinflamatorio, (Karak, 2019)
antiulceroso, antiviral,
anticancerigeno
Taninos Antibacteriano, antiviral, antifingico, (Karak, 2019)

antioxidante  (133), antivirales,
antioxidantes

Saponinas Analgésicas, antifangicas, (Desai et al., 2009)
antimicrobianas

Cumarinas Antiinflamatorio, anticanceroso, (Durant-Archibold et al.,
anticoagulante, antioxidante, 2018)

antiviral, antibacteriano.

Fuente: El autor, 2021.

Para lograr un proceso exitoso en el desarrollo de nuevos farmacos, primero es
necesario extraer, aislar, purificar y caracterizar los fitoquimicos y luego realizar pruebas
in vitro para conocer su actividad bioldgica (Hussein & El-Anssary, 2018) (Hussein y El-
Anssary, 2018) Una vez finalizados estos estudios y si se pueden verificar sus
propiedades medicinales, entra en la fase de pruebas clinicas para desarrollar y lanzar el

farmaco al mercado (Siddiqui et al., 2017)

2.1.7.1. Aceites esenciales

El aceite esencial es basicamente extractos de plantas. Se extraen con la aplicacion
de vapor de agua (destilacion hidrica y destilacion por arrastre de vapor) o al presionar
las partes vegetativas de la planta (flores, hojas, corteza, frutos) para obtener los
compuestos que generan la fragancia. Se pueden necesitar varios kilos de una planta para
producir una pequefia cantidad o una pequefia botella de aceite esencial. Investigadores
opinan que el aceite esencial puede realizan tambien otras funciones en las plantas
(Orchard y Van Vuuren, 2017).
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En el siguiente apartado se describe el procedimiento para recolectar, extraer y
aislar los principios activos de los aceites seneciales de las plantas, ademas de las
diferentes técnicas que mas se utilizan en la actualidad para identificarlas y luego probar

su actividad biologica (Figura 6)

Cribado fitoguimico Seleccion, recoleccion e Limpieza, secado

identificacion de y empolvado

Extraccion de Aislamiento y Pruebas de

fitoquimicos caracterizacion fitoquimica actividad bioldgica

Figura 6. Procedimiento para analizar las propiedades quimicas y actividad biol6gica de productos
naturales

Funte: El autor, 2021.

2.1.7.2. Seleccidn, recoleccion e identificacion de plantas

El desarrollo de nuevos farmacos tiene una base fundamental en el conocimiento
previo que se conoce sobre la planta de interés. La seleccion del material vegetal es un
paso crucial ya que de él depende el valor cientifico otorgado a la investigacion, por ello
se debe realizar una investigacion bibliografica en profundidad para conocer y
comprender sus usos medicinales a partir de la etnobotéanica, la etnogeografia, su
composicion quimica, la importancia y usos de la taxonomia, la toxicologia y otras areas,
que nos permitan comprender mejor la especie vegetal y su posible uso como agente
farmacologico (Mtewa et al., 2018). Los bosques silvestres tienen una gran diversidad
de plantas medicinales, por lo que la mayoria de los materiales vegetales se recolectan en
estos lugares. Sin embargo, al tener tanta variedad, un error de identificacion taxonémica
estd muy extendido y puede haber incluso rastros de pesticidas en las muestras. Por esta
razon, los herbarios también juegan un importante lugar de reunion de especies vegetales
donde hay un mejor control de los recursos y donde las especies vegetales ya han sido
identificadas previamente. Una vez recolectada e identificada la planta, se coloca en una
bolsa pléstica seca para mantener la humedad y en buen estado para su posterior analisis
(Divya et al., 2018).
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2.1.7.3. Limpiar, secar y desempolvar

Una vez recolectadas las especies vegetales, es necesario ingresar a un proceso de
limpieza y secado para evitar que la composicion quimica de la planta se vea afectada
(Medeo et al., 2015). Primero se debe definir qué parte de la planta es la que se va a
estudiar y luego proceder a retirar aquellas partes que estén dafiadas o comidas por
insectos, como en el caso de las hojas, por ejemplo. Una vez hecho esto, el material se
puede lavar con agua o con hipoclorito de sodio al 1%, como se registra en algunos
estudios, para eliminar trazas de tierra u otros microorganismos (Guayasamin-Lopez,
2018).

Generalmente es mejor lavar el material vegetal con las manos para obtener mejores
resultados y evitar dafiar la muestra (Anjo et al., 2021). Una vez limpiado el material de
estudio, se seca. Es fundamental secar la planta lo antes posible después de la cosecha
para evitar dafios y poder deshidratarla para almacenarla sin problema en caso de que se

necesite mas adelante (Medeo et al., 2015).

Ademas, se recomienda evitar que la planta entre en contacto con la luz solar porque
los componentes volatiles pueden sufrir reacciones quimicas como consecuencia de la
exposicion a la luz ultravioleta. La temperatura adecuada esta entre 40 - 70 oC segun el
método utilizado, aunque los méas habituales son los hornos ventilados (Romanik, et al,
2017). Sin embargo, no debe superar los 300 oC ya que los compuestos termolabiles
(compuestos que se destruyen cuando alcanzan su punto de ebullicion) pueden

descomponerse (Velavan, 2015).

El secado del material vegetal se puede realizar a través de la luz solar, aunque es
un método que requiere mucho espacio y tiempo dependiendo de la cantidad de material
y la humedad de la planta, ademéas de que puede sufrir cambios quimicos que puede
afectar el estudio como se menciono anteriormente. Otro método es utilizar secadores
artificiales (el secado en caliente es el mas comun) como cdmaras u hornos, aunque el
espacio es mas pequefio y puede ser un poco mas caro, este equipo es mas rapido porque
reducen el tiempo de secado a unas horas 0 minutos. , son eficientes y menos laboriosos
(Anjo et al., 2021).
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Cuando el material se deshidrata, se debe moler o reducir a polvo para aumentar la
superficie de la planta, y asi cuando se utilizan diferentes solventes para obtener los
fitoquimicos (metabolitos secundarios), estos pueden ingresar rapidamente a las células
y extraerlos (Guayasamin-Lopez, 2018). La pulverizacion del material vegetal nos
permite obtener pequefias particulas y una muestra homogénea, de tal forma que mejora
el proceso de extraccidn. Segun varios estudios, el tamafio de particula ideal deberia ser
de 0,5 mm para que pueda entrar en contacto con el disolvente con éxito. En el caso de
que la particula sea diminuta, puede causar problemas ya que, al ser tan fina, es capaz de
absorber el soluto en exceso y afectar el proceso de filtracion (Siddiqui et al., 2017).

2.1.7.4. Extraccioén

La extraccion es el primer paso para el analisis fitoquimico de la planta y se realiza
mediante varios procedimientos estandar. Se basa principalmente en la extraccion de
compuestos quimicos (fitoquimicos) del material vegetal que luego debe ser aislado y
caracterizado (Sasidharan et al., 2017) Para obtener los componentes bioactivos de la
planta se utilizan diferentes disolventes (Anjo et al., 2021).

Antes de iniciar el proceso de extraccion, es necesario conocer si existen estudios
fitoquimicos previamente publicados en la literatura. Esto es importante ya que si se
conocen los componentes objetivo y el método de extraccion, asi como los disolventes
utilizados para obtenerlos, simplificardn el estudio. Pero si no se conocen los
componentes objetivo, entonces es mejor usar diferentes disolventes y extracciones
repetidas para poder eliminar cada componente quimico del material vegetal tanto como
sea posible, pues la forma en que el solvente actda sobre la materia prima es penetrando
la matriz solida (células), luego el soluto (metabolito) logra disolverse en el solvente,
luego el soluto se difunde fuera de la célula, y finalmente, los solutos son extraidos y
recolectados (Siddiqui et al., 2017).

Un tipo de extracto puede contener analitos o0 compuestos diferentes a los obtenidos
en otros extractos. Esto significa que, dependiendo del tipo de disolvente utilizado, se
pueden obtener diferentes metabolitos secundarios. Por este motivo, para la eleccién de

los disolventes, se recomienda partir de los menos polares (éter de petréleo, hexano,
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acetato de etilo o cloroformo) hacia los de polaridad creciente (etanol y agua) (Figura 7)
(Sasidharan et al., 2017).

Eter de petrdleo Hexano Tolueno Benceno

v

Acetato de etilo Cloroformo Acetona

Etanol Metanol

Figura 7. Principales disolventes ordenados de menor a mayor polaridad

Fuente: Disolvente organicos — fitoquimicos (Sasidharan et al., 2017).

Sin embargo, el disolvente se elige de acuerdo con la naturaleza del compuesto
bioactivo a extraer, ya que los disolventes con una polaridad similar a la del compuesto
mejoran los resultados de la extraccion (Hussein y El-Anssary, 2018). El etanol (EtOH)
y el metanol (MeOH) se consideran los disolventes universales para extraer la mayoria
de los fitoquimicos (Siddiqui et al., 2017). En la Tabla 6 se puede ver algunos de los
metabolitos secundarios que méas abundan en las plantas y los disolventes utilizados para

extraerlos.

Tabla 6. Principales disolventes utilizados para extraer una amplia variedad de compuestos
guimicos activos (metabolitos secundarios) de las plantas.

Disolventes Metabolitos secundarios

Acuoso (H20) Taninos, terpenoides, saponinas, lectinas

Etanol (EtOH) Terpenoides, polifenoles, alcaloides, flavonoides,
esteroles

Metanol (MeOH) Saponinas, taninos, lactonas, flavonoides,
polifenoles, antocianinas, terpenoides, alcaloides

Cloroformo Flavonoides, terpenoides

Eter Terpenoides, cumarinas, alcaloides

Acetona Fenoles, flavonoides

Fuente: El Autor, 2021

Aumentar el tiempo de extraccion no afecta en absoluto la eficacia del método

aplicado, aunque si la mejora. A medida que la relacién disolvente-soluto es mayor, la
36



eficiencia de extraccion aumentara a medida que se alcance el equilibrio del soluto dentro
y fuera del material solido (Siddiqui et al., 2017). Pero si la relacion disolvente-soluto es
demasiado alta, se producira un exceso de extraccion y la concentracion de los solutos
sera menor, por lo que se necesitard mas tiempo para alcanzar una concentracion

adecuada para el analisis fitoquimico (Siddiqui et al., 2017).

Entre los métodos de extraccion mas utilizados se encuentran: 1) los méas simples 'y
convencionales como maceracion, infusion, percolacion, decoccién, extraccion Soxhlet
y destilacion al vapor; y 2) aquellos un poco mas complicados y modernos como la
extraccion asistida por microondas (MAE), la extraccion de fluidos supercriticos (SFC),
la extraccion o sonicacion asistida por ultrasonido (UAE) y la extraccion asistida por
enzimas (EAE) (Thawabteh et al., 2019).

2.1.7.5. Métodos de extraccion de los aceites esenciales

2.1.7.5.1. Maceracion

Este método se basa en tomar el polvo o partes de la planta y colocarlas en un
recipiente con tapa junto con el solvente. EIl material se mantiene sumergido a temperatura
ambiente y con agitacion constante durante al menos 3 dias, y luego con un colador o
papel de filtro se separa el solvente de los residuos vegetales. El tipo de disolvente elegido

determina los compuestos obtenidos en el extracto (Swami et al., 2018).

2.1.7.5.2. Decoccidén

Este método se usa a menudo para las estructuras mas duras de la planta, como
raices y cortezas. Se basa en poner el extracto crudo en agua hasta que hierva y dejarlo
por 15 minutos. Pasado este tiempo, se reducira el volumen de agua, se enfria y se filtra
el extracto concentrado. Este proceso es aplicable a compuestos termoendurecibles y
solubles en agua y no se aplica a la extraccion de componentes termolabiles (Siddiqui et
al., 2017; Mtewa et al., 2018).
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2.1.7.5.3. Filtracién

Es un procedimiento en el que se utiliza un percolador, en el que se introduce el
material crudo y una cierta cantidad de disolvente, se cierra y se deja reposar durante unas
4 horas. A medida que pasa el tiempo y el solvente se satura, se agrega mas solvente para
formar una capa poco profunda sobre el material vegetal (agregar solvente fresco permite
que la hierba se extraiga continuamente), y se deja macerar en la cafetera durante 24
horas. Luego se agrega mas solvente hasta que el percolado alcanza el volumen requerido
y finalmente se procede al proceso de filtracion o decantacion (Siddiqui et al., 2017).

2.1.7.5.4. Extraccién de Soxhlet

El método consiste en colocar la muestra en el equipo Soxhlet y hervir el solvente
en el matraz. Los vapores de disolvente ascienden por el extractor y se condensan en el
refrigerante, cayendo poco a poco sobre el lugar donde se encuentra el extracto crudo. La
ventaja que ofrece este método es realizar varias extracciones de forma continua con el
mismo disolvente, lo que significa que lo recicla, lo que lo convierte en un método mas
rentable. Los compuestos termolabiles no son éptimos para extraer con este método ya

que, debido a la alta temperatura, puede degradarlos (Mtewa et al., 2018).

2.1.7.5.5. Extraccion asistida por microondas (EAM)

EAM, utiliza la energia emitida por las microondas para facilitar la extraccion de
analitos. Se utiliza una cantidad de disolvente y se mezcla con la muestra mientras se
calienta en el microondas. En ese momento, la energia de las microondas aumenta la
presion, rompiendo las células de la planta, liberando los compuestos quimicos (Mtewa
et al., 2018) La interaccion de radiacion y dipolo de las moléculas inducidas por ondas
electromagnéticas permite una mejor y rapida penetracion del solvente en las particulas
del vegetal en estudio. Sin embargo, MAE favorece la generacion de compuestos polares
y los solventes con una constante dieléctrica alta ya que capturan mejor la radiacion de

microondas (Romanik et al., 2007).
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2.1.7.5.6. Extraccion de fluidos supercriticos (SFC)

La técnica SFC utiliza una sustancia (fluido supercritico) capaz de soportar una
temperatura y una presion superiores a su punto critico termodindmico, lo que le permite
difundirse a través de s6lidos como lo hace un gas o disolver materiales como hace un
liquido (Lépez-Garcia et al., 2017). Esto significa que un fluido supercritico (SF) se
comporta mas como un gas, pero tiene una solubilidad similar a un liquido, lo que permite
la extraccion de una amplia variedad de fitoquimicos. EI CO2 se utiliza generalmente
como fluido de extraccién debido a su bajo costo y toxicidad, alta abundancia y eficiencia.
El CO2 puede convertirse en SF cuando la temperatura supera los 31,1 ° C y los 7380

kPa y tiene una mayor solubilidad con analitos no polares (Siddiqui et al., 2017).

2.1.7.5.7. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Este método utiliza ultrasonidos para facilitar el proceso de extraccion. Los
ultrasonidos son ondas que tienen frecuencias que van desde 16kHz a 1Ghz,
imperceptibles para el oido humano. Estas vibraciones sirven como fuente de energia para
causar cavitacién acustica, lo que facilita la liberacion de metabolitos de la muestra al
aumentar la permeabilidad de las paredes celulares y permitir que el solvente se difunda
rapidamente. La ventaja de esta técnica es que se realiza a temperatura ambiente y que al
someter la muestra a un bafio de ultrasonidos durante un tiempo determinado
(normalmente 30-70 min) se pueden extraer muchas muestras al mismo tiempo (Romanik
et al., 2007).

2.1.7.5.8. Extraccion asistida por enzimas (EAE)
El procedimiento EAE se basa en el uso de enzimas especificas (generalmente
celulasas, hemicelulasas y pectinasas) para romper, mediante acciones hidraulicas, la

estructura compleja de la pared celular de manera que sea posible la extraccion y

liberacion de compuestos quimicos a través del solvente (Puri et al., 2012).
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2.1.7.5.9. Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion a vapor es una técnica que se utiliza para extraer principalmente
compuestos sensibles a la temperatura, como los componentes aromaticos (volatiles)
identificados en el aceite esencial de la planta. Se introduce agua en el aparato de
destilacion y al mismo tiempo que aumenta la temperatura, el vapor de agua transporta
los compuestos insolubles en agua y los lleva al matraz de condensacion. Al final del
proceso, se llena con agua destilada y por decantacion es posible separar el aceite esencial
de la fase liquida (Romanik et al., 2007).

2.1.7.5.10. Extraccion por Hidrodestilacion

La hidrodestilacion se ha utilizado durante mucho tiempo para la extraccion
de aceites  esenciales y compuestos  bioactivos de materiales  vegetales. La
hidrodestilacion se puede realizar de tres formas diferentes: destilacion de agua,
destilacion de agua Yy vapory destilacion directa de vapor. Los tres procesos
fisicoquimicos principales implicados en la hidrodestilacion son la hidrodifusion, la
hidrolisis y la descomposicion por calor. El agua caliente y el vapor agua que actian como
agentes extractores, principales medios para liberar compuestos bioactivos en la
estructura vegetativa de las partes de la planta y transportarlos. El enfriamiento indirecto
condensa la mezcla de vapor y hace que se produzca la separacion del aceite y los
compuestos bioactivos del agua. Los aceites esenciales y los compuestos bioactivos a
base de aceite generalmente se secan sobre sulfato de sodio anhidro. Dado que la
hidrodestilacion se realiza a menudo a una temperatura superior al punto de ebullicién
del agua, es posible que se pierdan algunos componentes volatiles, pigmentos naturales y

compuestos bioactivos termolébiles (Azmir et al., 2013).

No intervienen disolventes organicos y se puede realizar inmediatamente después
de la deshidratacion del material vegetal estudiado. La hidrodestilacion implica tres
procesos fisicoquimicos: descomposicion por calor, hidrodifusion e hidrolisis. Se debe
considerar que se pueden perder algunos componentes volatiles, razon por el cual se suele

limitar su uso para la extraccion de compuestos termolabiles (Ruiz-Benitez Martha, 2020)
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Ventajas de la hidrodestilacion

Por lo general se trata de un sistema de facil montaje, comparado con el sistema de
destilacidn por arrastre de vapos. Demuestra facil manejo a sustancias que contienen un

tamafio de particula de diametro pequefio, ejemplo sustancias pulverizadas.

Desventajas de la hidrodestilacion

Algunos componentes del aceite esencial son sensibles a la hidrolisis como el caso
de loa esteres, aldehidos y determinados monoterpenos pueden polimerizar. Tambien, hay
compuestos simples oxigenados como fenoles son solubles en determinados ambientes
como el agua, lo que impide su recuperacion facil e inmediata. Razon por la cual resultan
ser operaciones mas lenta si se compara con el médodo de destilacién por arrastre de
vapor (Obregon, 2018).

2.1.7.6. Rendimiento del aceite esencial obtenido.

Se obtuvo el rendimiento porcentual (p/p), aplicando la Ecuacion (Ec.1), una vez
que se terminaba cada proceso de destilacion. Se trate de obtener la razon existente entre
la cantidad de producto (aceite esencial obtenido) y la materia prima fresca utilizada. Se
trata entonces del rendimiento teérico en gramos, quedando la ecuacion, asi:

Ec. 1
Peso del aceite esencial obtenido
RE-riiiiii e X 100 =
Peso de la materia prima empleada (chuquiraga fresca)

Segun (Cedefio et al., 2019).

2.1.7.6.1. Composicion quimica y propiedades del aceite esencial extraido.

El aceite esencial es el producto del metabolismo secundario de algunas especies
vegetales, apareciendo como liquidos volatiles a temperatura ambiente, contribuyendo al
aroma de las plantas que los producen (Mamadalieva et al., 2018). La Organizacién
Internacional de Normalizacion (OIN) define Aceites Esenciales (AE) o Volatiles como
productos obtenidos de partes de plantas, especialemnete de las hojas, pero tambien

pueden obtenerse de las flores, corteza, frutos y semillas), que se extraen mediante la
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técnica de arrastre de vapor, en la mayoria de los casos, y también presionando el
pericarpio. Quimicamente suelen ser mezclas complejas de sustancias volatiles, lipofilas,
olorosas y liquidas. Se asocian a varias funciones necesarias para la supervivencia de la
planta en su ecosistema, jugando un papel fundamental en la defensa frente a
microorganismos y depredadores, y también en la atraccion de insectos y otros agentes
fertilizantes. En la medicina popular, los aceites esenciales tienen una larga tradicion de
uso (Aljaafar et al., 2019).

Los aceites voldtiles rara vez se encuentran en las gimnospermas (excepto en las
coniferas). En las angiospermas monocotiledoneas, la ocurrencia es relativamente rara,
con la excepcion de Poaleae (especialmente especies Cymbopogon y Vitiveria) y
Zingiberaceae (especies Alpinia y Curcuma, entre otras). Sin embargo, las plantas ricas
en aceites volatiles abundan en angiospermas dicotiledéneas, como en las familias

Asteraceae, Apiaceae (Mamadalieva et al., 2018).

La composicion y concentracion de los componenets fitoquimicos del aceite
esencial puede verse influenciada por factores como radiacion, temperatura,
precipitacion, vientos fuertes, altitud, suelo, tiempo de recoleccién y otros. Los aceites
esenciales son productos complejos y, dependiendo de la especie, pueden contener mas
de 100 componentes quimicos, teniendo uno o dos componentes principales que les dan
sus propios sabores y olores. Los componentes quimicos que se encuentran en los aceites
esenciales pertenecen principalmente a la clase de los terpenos, ademas de moléculas mas
pequefias como ésteres de acidos grasos, fenilpropanoides, alcoholes, aldehidos, cetonas

de cadena corta y, en algunos casos, hidrocarburos alifaticos (Cedefio et al., 2019).

Los terpenos, constituyentes principales de los aceites esenciales, se dividen en
diferentes subclases, segun el ndmero de unidades de isopreno presentes en sus
estructuras, tales como: hemiterpenos(C5), monoterpenos(C10), sesquiterpenos(C15),
diterpenos(C20), triterpenos(C30) y tetraterpenos(C40) y, cuando se agregan elementos
adicionales a sus estructuras, generalmente oxigeno, se denominan terpenoides (Perez-
Chauca et al., 2020).

Las propiedades farmacoldgicas atribuidas a los aceites esenciales son multiples y

presentan importantes ventajas frente a otros productos, como su volatilidad, lo que los
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hace ideales para su uso en nebulizaciones e inhalaciones. Su volatilidad y el bajo peso
molecular de sus constituyentes permiten que sean absorbidos y eliminados rapidamente
del organismo a través de vias metabolicas (Hurtado-Huarcayal et al., 2021). La
actividad antibacteriana del aceite esencial se atribuye a los monoterpenos,
sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, como los monoterpenos oxigenados linalol,
1,8-cineol, neral y geranial y a compuestos fendlicos como timol y mentol (Perez-Chauca
et al., 2020), los que actuan sobre el crecimiento de los microorganismos, como agentes
inhibidores. Uno de los posibles mecanismos de accion de estos compuestos ocurre a
través de la interaccién de los componentes oleosos con la doble capa de fosfolipidos de
la pared bacteriana, lo que produce un aumento de su permeabilidad, resultando en la
pérdida de componentes celulares. Esto provoca cambios en el sistema enzimatico
celular, que pueden generar cambios en la produccion de energia, destruccidn de material
genético y en la sintesis de constituyentes estructurales de la célula (Kuma, 2008). Otro
factor sumamente importante con respecto a los aceites esenciales es que presentan un
riesgo minimo de desencadenar resistencias en microorganismos patdgenos, ya que estos
productos son una mezcla compleja de varias sustancias con propiedades antimicrobianas

que acttan por multiples mecanismos (Raeisi et al., 2019).

2.1.7.6.2. Principales metabolitos secundarios presentes en los acietes esenciales

de las plantas.

El metabolismo se define como un conjunto total de reacciones quimicas
(anabdlicas, catabdlicas o de biotransformacion) que ocurren continuamente en cada
célula, es decir, transformacion de compuestos organicos catalizada por enzimas que
dirigen estas reacciones para producir energia en las células vivas para su mantenimiento
diario (Petroll et al., 2019). El metabolismo primario realiza funciones vitales en la célula
mediante la sintesis de sustancias como proteinas, azucarse, lipidos, entre otras sustancias
quimicas. Mientras tanto, el metabolismo secundario estd destinado a elementos no
esenciales para el organismo productor, cuya produccion y acumulacion estan
restringidas a un nimero limitado de organismos (Ramos-Paez, 2017). Actualmente se
sabe que el medio ambiente, junto con la influencia antropogénica, ha venido provocando
varias interferencias en el ecosistema, y especialmente en la produccion de compuestos,

productos quimicos de ciertos vegetales, hongos, etc. De esta forma, los vegetales acaban
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produciendo una mayor cantidad de metabolitos secundarios que tienen varias funciones
que van desde la defensa frente a herbivoros y microorganismos, proteccion frente a los
rayos ultravioleta (UV), atraccion de polinizadores o dispersores de semillas. Los
metabolitos secundarios comprenden una clase rica y diversa de compuestos que estan
destinados a impartir propiedades o actividades funcionales a una planta determinada. Sin
embargo, la calidad de la materia vegetal no garantiza por si sola la eficacia y seguridad
del producto final, ya que el analisis fitoquimico se rige por pruebas cualitativas para
detectar clases de metabolitos, por lo que el analisis fisicoquimico asociado al
farmacoldgico, garantiza en parte la eficacia mediante ensayos preclinicos y clinicos de
los efectos preconizados (Hussein y El-Anssary, 2018). En este contexto, el analisis
quimico de metabolitos secundarios y material botanico, ya sean hojas, frutos, ramas y
flores, brindan informacidn esencial para la formulacion de productos naturales con alta

calidad farmacogndstica, por ejemplo.

2.1.8. Mecanismo de accion antimicrobiana de los aceites esenciales

La parte estructural o sitios de la célula bacteriana considerados como sitios de
accion para el desarrollo de los componentes quimicos de los productos naturales que
presentan actividad antimicrobiana, se ilustran en la Figura 8. Generalmente, los
mecanismos de accion de estos componentes naturales son el flujo de electrones, la
desintegracion de la membrana citoplasmaética, la coagulacion del contenido de la celula,
la desestabilizacion de la fuerza impulsora de protones (FIP) y el transporte activo. Es de
esperar que algunos mecanismos de accion actlan sobre objetivos especificos y otros

sitios son afectados por el resultado de otros mecanismos (Edwards-Jones, 2018)

Fuga de iones y
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Proteinas dé/“:\‘_ /
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Figura 8. Sitios y mecanismos de accién que pueden ser sitios para la accion de compuestos naturales en
la célula bacteriana.
Fuente: Mecanismo de accion antimicrobiana (Adaptado de Burt, 2004, 2007)
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Una caracteristica importante, responsable de la accién antimicrobiana de los
aceites esenciales. Los elementos esenciales son los componentes hidréfobos que
permiten la particion de los lipidos de la membrana celular bacteriana, desintegrando las
estructuras y haciéndolas més permeables. Los componentes de los aceites esenciales
también actlan sobre las proteinas de la membrana citoplasmatica. Los hidrocarburos
ciclicos podrian actuar sobre las enzimas ATPasa que se sabe que estan ubicadas en la

membrana citoplasmatica y rodeadas por moléculas de lipidos.

Y los hidrocarburos lipidicos podrian distorsionar la interaccion lipido-proteina, es
posible la interaccién directa de compuestos lipofilicos con partes hidrofobicas de la
proteina (Mickymaray, 2019). Algunos aceites esenciales estimularon el crecimiento de
pseudomicelia, una indicacion de que pueden actuar sobre enzimas involucradas en la
sintesis de componentes estructurales de bacterias (Gonelimali et al., 2018). A
continuacion, se describen algunos compuestos y su mecanismo de accién sobre los

microorganismaos.

Carvacrol y timol: el timol tiene una estructura similar al carvacrol, que difiere en
términos de la ubicacion del grupo hidroxilo en el anillo fendlico. Las dos sustancias
parecen hacer que la membrana sea permeable. Ambas estructuras desintegran la
membrana externa de las bacterias Gram negativas liberando lipopolisacaridos (LPS) y
aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica al ATP. La presencia de
cloruro de magnesio no influye en esta accion, lo que sugiere un mecanismo de quelacién

de cationes diferente en la membrana externa (Carhuallanqui, 2020).

Eugenol: También se han encontrado concentraciones de eugenol que inhiben la
produccion de amilasa y proteasa de B. cereus, degradacion de la pared celular y lisis
celular (Revelo, 2017).

P-cimeno: un precursor del carvacrol, es hidrofobo y provoca una mayor hinchazon

de la membrana citoplasmatica que el carvacrol (Carhuallanqui, 2020).

Carvona: cuando se prueba en concentraciones superiores a su concentracion

inhibitoria minima (MIC), la carvona disipa el gradiente de pH y el potencial de
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membrana celular. El crecimiento de E. coli, Streptococcus thermophilus y L. lactis
disminuyo segun las concentraciones de carvona, 1o que sugiere que actda alterando el

estado metabolico general de la célula (Rivas y Alberto, 2018).

Cinamaldehido: Se sabe que el cinamaldehido tiene una accién inhibidora sobre E.
coli y Salmonella Typhimurium en concentraciones similares a las de carvacrol y timol,
pero no desintegra la membrana externa ni debilita el ATP intracelular. El grupo carbonilo
tiene afinidad por las proteinas que previenen la accion de las descarboxilasas de
aminoacidos en E.aerogenes (A. Martinez, 2018) La Tabla 7 presenta los principales

mecanismos de accion de los antimicrobianos vegetales.

Tabla 7. Principales clases de compuestos con actividad antimicrobiana obtenidos de
plantas
Clase Subclase Ejemplo Mecanismos de acién

Fenolicos Fenoles simples Catechol Previene la entrada del
sustrato

Epicatequina  Desintegracion de la

membrana

Acidos fendlicos  Acido ?

cinamico

Quinonas Hipericina Union adhesina, inactiva
enzimas, complejacion
de la pared celular

Flavonoides Crisina Unidn adhesiva.
Complejo de pared
celular.

Flavonas Abisinona Inactiva enzimas e
inhibe la transcriptasa
inversa del VIH

Taninos Ellagitanina Privacion de sustrato,
alteracion de la
membrana,

Union adhesiva, inactiva

enzimas, unioén a
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proteinas, complejos de
iones metalicos.
Cumarinas Warfarina Interaccion con el ADN

eucariota (Actividad

Antivirico)
Terpenoides, Capsaicina Desintegracion de la
aceites esenciales membrana
Alcaloides Berberina Interacta con la pared

celulary/oel ADN

Piperina
Lectinas y Aglutinina Forma enlaces disulfuro
polipéptidos manosa e interfiere con la
especifica replicacion viral.
Poliacetilenos ?

Fuente: Adaptado de Ayaz et al.,( 2019)

2.1.9. Ensayos preclinicos de actividad bioldgica in vitro

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se utilizan para probar la actividad
bioldgica de extractos 0 compuestos puros como los aceites esenciales, frente a diferentes
microorganismos como bacterias y hongos. La diversidad quimica de los productos
naturales brinda la oportunidad de verificar la actividad antimicrobiana en este tipo de
pruebas, permitiendo el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, ademas de
ayudar a predecir resultados terapéuticos (Balouiri et al., 2016). Hay dos tipos de
métodos, difusion y dilucion. La técnica de difusion implica la propagacion del agente

terapéutico sobre la placa de agar inoculada con un microorganismo especifico.

En comparacion, la técnica de dilucion facilité el célculo de los valores de
concentracion minima inhibitoria (MIC) de cualquier tipo de agente antimicrobiano
probado en un medio de agar o caldo. MIC (expresada en pg / mL) se refiere a la
concentracion mas baja de un extracto o compuesto activo que se requiere para inhibir el
crecimiento del microorganismo. Tanto los métodos de difusion como los de dilucion son

técnicas donde factores como el método de extraccion utilizado, el medio de cultivo o los

47



microorganismos ensayados, pueden afectar los resultados obtenidos (Rodriguez-Tudela
etal., 2003).

Un microorganismo se considera susceptible a una sustancia antimicrobiana cuando
se inhibe su crecimiento con una concentracion minima de un cuarto a un octavo de la
dosis estandar que se encuentra en el suero cuando se administra a un ser humano
(Christenson, Korgenski y Relich, 2018). Segun varios estudios, el método de difusion
mas destacado es la difusion en disco y la difusion en pozos de agar, mientras que la
dilucidén en caldo y agar se destaca en los métodos de dilucion. Estas técnicas se describen
en esta seccion ya que son las pruebas in vitro mas conocidas y esenciales para evaluar la

actividad antimicrobiana de componentes o extractos puros (Balouiri et al., 2016).

2.1.9.1. Métodos de difusion

2.1.9.1.1. Método de difusion en disco, también conocido como “"el método Kirby-
Bauer", es un método eficaz para conocer el efecto antimicrobiano de un compuesto
previamente aislado. Primero, en una placa de Petri con agar Muller-Hinton (MHA), se
debe inocular el microorganismo a ensayar; por lo general, se utilizan nuevos subcultivos
(Christenson et al., 2018). A continuacion, se colocan en el agar inoculado pequefios
discos de papel de filtro (de unos 6 mm de diametro) con una concentracion especifica
del agente antimicrobiano ensayado (extracto, productos naturales, farmacos) y se
incuban durante la noche durante 16-24 ha 35°C. 37 oC (Relle et al, 2019). Si el agente
es un compuesto activo, se formara una zona de inhibicién alrededor del disco, y su
tamafio dependera de la potencia antimicrobiana y la velocidad de difusion de la muestra

a traves del medio de agar (Figura No. 8) (Horvath et al, 2016).

Esta técnica ha sido mejorada y estandarizada por diferentes institutos de todo el
mundo, como el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) en los Estados Unidos
y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) en Europa
(Tenover, 2009).
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Figura 9. Diagrama que ilustra el método de difusién en disco de Kirby-Bauer utilizando 5 antibi6ticos
diferentes (A, B, C, D, E). Las flechas indican la zona de inhibicién

Fuente: Halos por difusion en disco (Relle et al, 2019).

2.1.9.1.2. Agar con método de difusién de pozos

Esta técnica es muy similar al método de difusion en disco. EI microorganismo de
interés se inocula en un medio de cultivo de agar y se realizan pequefios orificios
(didmetro 6-8 mm) con una punta estéril o cualquier otro instrumento. En estos pocillos
se coloca un volumen de 20 a 100 pL del agente antimicrobiano que se va a analizar y se
incuba la placa durante la noche. La presencia de halos significa que la muestra se
difundié desde el orificio hacia el medio de agar, formando zonas de inhibicion donde el
microorganismo no crecid, lo que brinda informacion sobre la concentracion minima
inhibitoria (CMI) (Balouiri et al., 2016).

2.1.9.2. Métodos de dilucién

2.1.9.2.1. Método de dilucion en caldo

Es el método mas basico para evaluar la actividad biolégica de un posible
componente terapéutico y ha sido recomendado por el CSLI como método estandar para
las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos (Wiegand et al., 2017). Este
procedimiento implica el crecimiento del organismo en un medio liquido (generalmente
Muller-Hinton) que contiene concentraciones del agente antimicrobiano que son

generalmente diluciones dobles (1, 2, 4, 6, 16 mg / ml), en las que se introduce una
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cantidad conocida del microorganismo inoculado. Dependiendo de si se inocula en tubos
de ensayo con un volumen de 2 ml, se denomina microdilucion, y si se inocula en el
volumen de placas de 96 pocillos, se denomina microdilucion (Balouiri et al., 2016) A
continuacién, los tubos o placas se incuban durante la noche en condiciones apropiadas
segun el microorganismo y los resultados se pueden analizar a simple vista. Si muestra
una turbidez, significa que hubo crecimiento microbiano, y si no, hubo una inhibicion del
crecimiento por la accion del agente antimicrobiano. De esta forma, se puede conocer el
valor de la CIM teniendo en cuenta la concentracion minima a la que no se observo
crecimiento del microorganismo. Segun el CSLI, el método de dilucion en caldo esta
estandarizado para analizar bacterias, hongos y levaduras frente a diferentes muestras con

fines terapéuticos (Jorgensen y Ferraro, 2019).

2.1.9.2.2. Método de dilucion en agar

El método de dilucidn en agar consiste en preparar placas de agar (Muller-Hinton)
con diferentes concentraciones del agente antimicrobiano a estudiar, generalmente en
diluciones dobles, como en el método de dilucién en caldo. Luego, se inocula un nimero
definido del microorganismo (1-5 ml) en la placa de agar y se incuba durante la noche en
condiciones que dependen del organismo que se eligio. Las colonias que no son capaces
de crecer a las diferentes concentraciones del agente antimicrobiano mostraran una zona
de inhibicion que se puede calcular para determinar la CMI (Wiegand, Hilpert y Hancock,
2018). Esta técnica es beneficiosa para probar compuestos activos con posible actividad
antibacteriana y antifingica. Cuando se ha aislado el compuesto, se llevan a cabo pruebas
preclinicas in vitro para probar la eficacia del producto natural como antimicrobiano
(Balouiri et al., 2016).

2.1.10. Microorganismos patdgenos evaluados

2.1.10.1. Tipos de microorganismos

Existe un abanico de investigaciones sobre microorganismos patdgenos,

responsables de la contaminacion de los alimentos y capaces de provocar infecciones en

humanos y animales. El proposito de realizar pruebas in vitro es identificar nuevos
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bioproductos con actividad antimicrobiana. Ciertos microorganismos son mas sensibles
a los aceites esenciales, como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Klebsiella

pneumoniae y Bacillus cereus (Wang et al., 2020).

2.1.10.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares, procariotas, que se encuentran en
todos los ambientes, que pueden tener o no patogenicidad y causar infecciones en
animales y plantas. Las caracteristicas de estos microorganismos, su dosis infecciosa y el
entorno en el que se encuentran son factores cruciales para su desarrollo y proliferacion
(Jansen y Palmer, 2018). Las bacterias tienen una organizacion celular relativamente
simple, basicamente formada por una membrana plasmatica cubierta por una pared
celular, con su material genético normalmente ubicado en una regién nucleoide,
existiendo, en algunos casos, moléculas de ADN mas pequefias Ilamadas plasmidos
(Pinto et al., 2018). También existe un proceso de recombinacion genética en las
bacterias, que les permite transformarse en microorganismos capaces de degradar
determinadas sustancias, como, por ejemplo, algunos farmacos, haciéndolas resistentes a

ellas.

Las bacterias se pueden clasificarse a partir de las caracteristicas de la pared celular
en Gram-positivas y Gram-negativas. Las Gram-positivos tienen paredes celulares mas
simples, compuestas por aproximadamente un 90% de peptidoglicanos, a diferencia de
los gramnegativos, que contienen menor cantidad de peptidoglicanos, siendo su estructura
mas compleja al tener una pared externa de lipopolisacaridos, lo que hace que los
microorganismos sean mas resistentes. Asi, segin la estructura de la pared celular, se
tefiiran de rojo o violeta, segun la técnica de Gram, clasificandose las bacterias de color

violeta en Gram-positivas y Gram-negativas con un color rojizo (Gazim et al., 2010).

En el ser humano, algunos microorganismos forman parte de la microbiota normal,
donde ayudan en el correcto funcionamiento del organismo. Sin embargo, algunas
especies de microorganismos nocivos para la salud pueden provocar diferentes tipos de

enfermedades, como intoxicaciones en el tracto gastrointestinal y urinario. Las
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enfermedades infecciosas causadas por bacterias siguen siendo una de las principales
causas de muerte en todo el mundo. El desarrollo de resistencia de estos microorganismos
a los agentes antibacterianos comunmente encontrados en el mercado, asociado a los
efectos secundarios que produce su uso prolongado y en altas dosis, aumenta la necesidad
de descubrir nuevos farmacos mas activos y selectivos frente a bacterias patogenas.
(Lozano, 2020).

Algunas especies bacterianas tienen un alto potencial para desarrollar cepas
resistentes a diversos antibioticos, que pueden surgir de forma natural o adquirida. El
natural esta relacionado con caracteristicas de la especie bacteriana, inherente a la
herencia genética del microorganismo y no presenta riesgos para la salud. Por otro lado,
la resistencia adquirida puede traer varios problemas al estado clinico de los individuos,
ya que surge cuando una bacteria que previamente era sensible a un determinado farmaco
se vuelve resistente a éste, por lo que es necesario buscar nuevos agentes terapéuticos
(Laborclin et al., 2019).

Algunos autores también relacionan la resistencia de muchos microorganismos con
el uso excesivo de antibidticos durante décadas por parte de la industria agricola, ganadera
y doméstica para tratar o inhibir rapidamente la mayoria de las infecciones.
Principalmente, el uso indebido de farmacos antimicrobianos en la medicina humana y
animal ha sido responsable de la seleccion sin precedentes en la evolucién microbiana
(Rojas, 2002). Con esto, la sociedad esta contribuyendo al surgimiento de enfermedades
infecciosas que presentan agentes etiol0gicos resistentes a muchos y en ocasiones a todos
los agentes antimicrobianos utilizados por la medicina. EI crecimiento de la resistencia a
los antimicrobianos provoca un aumento en la morbilidad y mortalidad de los individuos

y un aumento en los costos de las instituciones de salud para los pacientes (Lozano, 2020).

2.1.10.3. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo que se encuentra en la microbiota
intestinal de los seres humanos y otros animales de sangre caliente. Este microorganismo
forma parte de los coliformes termotolerantes, debido a su capacidad para resistir las altas

temperaturas, presentes en las heces de los animales. Su presencia en los alimentos indica
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una probable contaminacion por heces o aguas residuales (Bermudez-Matus et al., 2019).
Estas bacterias causan enfermedades intestinales como diarrea y pueden causar
enfermedades extra-intestinales como sepsis, meningitis e infecciones urinarias, por lo
que se conocen como E. coli patégena extra-intestinal. La transferencia de genes de
resistencia a bacterias de la microbiota intestinal humana es hoy una de las mayores

preocupaciones de salud publica en todo el mundo (Rojas, 2002).

2.1.10.4. Pseudomona aeruginosa

Es un género de bacterias Gram-negativa de naturaleza muy extendida, que forma
parte de la microflora de la piel y las membranas mucosas de los animales. Algunas
especies de Pseudomonas se reconocen como agentes etiolégicos de muchas infecciones
oportunistas humanas. Las especies patdgenas de S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus y S. haemolyticus son las especies mas comunes que causan infeccion en
humanos y animales (Laborclin et al., 2019). Estas especies también son responsables de
causar diferentes tipos de intoxicaciones, como S. aureus, que ha sido el microorganismo
mas comun de infecciones supurantes que pueden atacar diferentes tejidos y / u 6rganos,
provocando furtnculos, abscesos, miocarditis, endocarditis, neumonia, meningitis. ,
artritis bacteriana, entre otros (Rojas, 2002). De las especies con potencial para desarrollar
resistencia a los antibidticos y aumentar la sensibilidad a los agentes antimicrobianos, se
ha reconocido que los estafilococos tienen una resistencia antimicrobiana creciente y
preocupante (Bermudez-Matus et al., 2019). Por tanto, es necesario buscar nuevas
moléculas sintetizadas por plantas, o productos naturales como los aceites esenciales,

activos contra bacterias patogenas (Lucas et al., 2021).

2.1.10.5. Staphylococcus aureus

Los portadores asintomaticos de Staphylococcus aureus toxigénico son una
fuente potencial de enfermedades, incluida la intoxicacion alimentaria. Es uno de los
principales patogenos en las infecciones hospitalarias y comunitarias y puede causar
muchas enfermedades infecciosas, como infecciones leves de piel y tejidos blandos,
endocarditis infecciosa, osteomielitis, bacteriemia y neumonia mortal. Las colonias en la

placa de agar sangre son gruesas, brillantes y redondas con un diametro de 1 ~ 2 mm
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(Gonzalez-Cabrera et al., 2014). La mayoria de ellos son hemoliticos, formando un anillo
hemolitico transparente alrededor de las colonias en placas de agar sangre. Ademas, S.
aureus no forma esporas ni flagelos, pero posee una capsula, puede producir pigmento
amarillo dorado y descomponer manitol (Chino et al., 2017) Ademaés, también se ha
encontrado que las pruebas de coagulasa plasmatica, fermentacion de lactosa y

desoxirribonucleasa son positivas en S. aureus (Sato et al., 2019).

2.1.10.6. Salmonella enterica serovar Typhimurium-

Es un importante agente causante de gastroenteritis y bacteriemia humana en
muchos paises. En todo el mundo, hay 93,8 millones de casos de gastroenteritis humana
debido a la infeccion por Salmonella anualmente, asociados con un nimero de muertos
de hasta 150.000 (Mather et al., 2018). La resistencia a los antimicrobianos
de Salmonella se ha convertido en un motivo de preocupacion en todo el mundo. Por lo
tanto, es necesaria la seleccion adecuada de farmacos antimicrobianos para el tratamiento
de las infecciones por Salmonella. Salmonella enterica es una de las principales causas
de gastroenteritis tanto en humanos como en animales. La serotipificacion es el primer
paso en la investigacion epidemioldgica de la salmonelosis. Cada serovariedad se define
por la combinacion de los restos de lipopolisacarido de la superficie celular en la
superficie celular (antigeno O) y una o dos proteinas flagelares diferentes (antigenos H)
(Luo et al., 2020)

2.1.10.7. Candida albicans

Las sepas de Candida albicansse utilizan comUnmente como organismo
modelo para patdgenos fldngicos. Chuquiraga albicans se cultiva facilmente en el
laboratorio y se puede estudiar tanto in vivo como in vitro Dependiendo del medio se
pueden realizar diferentes estudios ya que el medio influye en el estado morfologico
de Chuquiraga albicans (Wilson, 2019).

Chuquiraga albicans es normalmente un comensal inofensivo para los seres
humanos, pero puede causar infecciones superficiales de la mucosa (aftas oral / vaginal)

en individuos sanos y (raramente) infecciones de la piel o las ufias. También puede
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volverse invasivo, causando infecciones sistémicas y del torrente sanguineo
potencialmente mortales en huéspedes inmunodeprimidos, donde la tasa de mortalidad
puede llegar al 50%. Es la causa mas comun de infecciones flngicas graves y es una causa
comun de infecciones nosocomiales en los hospitales. Se ha reconocido que algunas
cepas son resistentes a los azoles o las equinocandinas, que son los antifungicos de
primera linea para el tratamiento de las infecciones por Chuquiraga albicans (Medina et
al., 2019).
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de trabajo

Los experimentos se realizaron en los Laboratorios de Microbiologia, Parasitologia
y Bioquimica de la Facultad de Salud y Bienestar de la Universidad Catdlica de Cuenca
y en los Laboratorios de Quimicay Biologia de la Unidad Educativa San José de Calasanz
de la ciudad de Cafar. La composicién quimica de los aceites esenciales se determiné en

la Universidad Técnica Particular de Loja.

3.2. Obtencién de material vegetal

La especie silvestre Chuquira jussieui fue recolectada en los campos y bosques de
la parroquia Chorocépte y de la laguna de Patococha perteneciente al canton Cafar
(2°29'1.32" S, 78°58'42.24" W), desde una altitud de 2987 a 3540 msnm, con
pluvliosidad media de 785 a 950 mm por afio, humedad relativa de 78,2% y una
temperatura media de 10°C. Tambien, en las comunidades de Absul y Romerillo del
canton El Tambo (2°30'29.16" S, 78°5529.64" W), desde una altitud 2830 a 3430 msnm,
pluvliosidad media de 850 a 1000 mm por afio y humedad relativa de 87,8%, y
temperatura media de 11°C (Prefectura del Cafar, 2015)

GADIC - Cafiar
Parroquia Chorocopte

e

Figura 10. Parrogquia Chorocopte y laguna de Patococha, canton Carfiar
Fuente: (Prefectura del Cafar, 2015)
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LEYENDA

Cobertura
Cultivo

_ Pastizal
Ij Mosaico Agropecuario
I vegetacion Arbustiva
[: Vegetacion Herbacea
[ Péramo
- Plantacion Forestal
I Cuerpo de Agua
- Infraestructura Antropica
[ Area Poblada
I Eral
D Limite del cantén en estudio
[ Limite cantonal referencial

Figura 11. Comunidades de Absul y Romerillom, cantén EI Tambo
Fuente: (Prefectura del Cafiar, 2015)
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Combinaciones de teclas | Datos de mapas 2021 Ima

Figura 12. Localizacion satelital de los lugares de muestreo
Fuente: GoogleMaps (2021)

Se seleccionaron dos puntos distintos de muestreo con el fin de evaluar si el

rendimiento del aceite esencial extraido varia con las condiciones ambientales

relacionadas con la posicion geogréfica.
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3.3. Obtencién del aceite esencial

Las hojas y flores de las partes aéreas de la planta se cortaron en trozos de
aproximadamente 2-3 cm de longitud, se lavaran con agua corriente de la llave y se
agrego al balon de destilacion de 2 litros de capacidad, completando con agua destilada
hasta cubrir completmente la planta trozeada. Por Gltimo se armo el aparato uniendo el
conjunto a la trampa de Clenverger. EI material vegetal restante se mantuvo en

refrigeracion (4 °C), hasta ser utilizado nuevamente.

Por ser la Chuquiraga jussieui una especie en peligro de extincion (Ledn-yanez et
al., 2019), fue necesario desarrollar varias recoleccién de las plantas en distintas épocas
del afio y extraer el aceite esencial inmediatamente (desde octubre del 2020 hasta julio
del 2021).

3.3.1. Extraccion del aceite escencial por hidrodestilacion

El aceite esencial se extrajo por hidrodestilacion en un dispositivo modificado tipo
Clevenger. Para ello, el material vegetal se retir6 del ambiente, se separd entre hojas y
ramas sanas, materila infectado con hongos o devorado por insectos. La masa de la
muestra vegetal fresca se peso en una balanza analitica y se anotd su peso para el calculo
posterior del rendimiento. El proceso de extraccion se desarrollo durante varias
destilaciones y con matera prima fresca. Cada destilacion estaba compuesta por 250
gramos de hojas y flores trituradas manualmente con el apoyo de unas tijeras. Se adiciona
a un matraz de fondo plano de 2 litros de capacidadse y luego se sumergio en una cantidad

suficiente de agua destilada.

Se coloco6 en una manta calefactora adecuada (o0 bajo la ccion de un mechero de
bunsen), durante 2 horas y 30 minutos, a una temperatura de 107 ° C (punto de ebullicion
de la mezcla agua-materia veteal a la altura de 2830 m.s.n.m. que se encuetra el

laboratorio de microbiologia, en el canton Cafiar).

Tras el inicio de la ebullicion, los vapores de agua arrastran el aceite esencial, siendo

conducidos por el extractor Clevenger y llegando al condensador donde estos vapores son
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enfriados por una corriente de agua a temperaturas inferiores a 10 ° C, El agua y los
vapores de aceite regresan al extractor Clevenger, separandolos por su mutua
inmiscibilidad y sus diferentes densidades, donde permanecen hasta el final de la
extraccion, durante el cual el flujo de vapor se mantiene constante (MAIA et al., 2009).
Una vez completada la extraccion, el aceite esencial se retira del extractor Clevenger y se
recoge en un tubo de ensayo graduado. Luego, se afiadio al aceite una pequefia cantidad
de Sulfato sodico (Na;SO4) anhidro para eliminar el agua residual y luego se centrifugo
durante 10 minutos con rotaciones de 2500 a 3000 rpm. El objetivo de este ultimo
procedimiento era separar completamente el aceite del agua para evitar que futuras
pruebas con el aceite se vieran comprometidas por esta variante. Al final de la
centrifugacion, el aceite se pipete6 en una ampolla de vidrio ambar y la ampolla se selld
con la ayuda de un soplete, evitando la oxidacion de los componentes del aceite debido a
la exposicion prolongada al aire. Luego, el aceite se almacend en ambiente refrigerado a
5-10 °C, evitando la degradacién de sus componentes por exposicion a la luz y al calor
(Guimaraes et al., 2008), donde permanecié depositado hasta que se realizaron las

siguientes pruebas.

Figura 13. Extractor de aceite esencial Clevenger (modificado)

Fuente: El autor, 2021.
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3.4. Determinacién de la densidad relativa

Peso no especifico, que resulta de la relacion entre masa de un volumen de la
sustancia a ensayar y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura.
Para encontrarlo se pesa el picndmetro seco y vacio, luego se llena con una porcion del
aceite esencial mateniendolo a temperatura ambiente y se pesa. Luego extramemos el
aceite y limpiamos el picnémetro (Castillo, 2007, p. 63). Se vuelve a llenar con agua
destilada y se pesa nuevamente el conjunto (Arriaga-Tortola, 2017).

Los resultados se obtuvieron aplicacno la siguiente formula (Ec. 2)

Ec. 2

Donde:

M1 = peso del picnémetro con la muestra (g)

M2 = peso del picnémetro con agua (g)

M = peso del picnémetro vacio (g)

Los resultados se aproximan hasta la tercera cifra. Tanto las densidades individuales

como la densidad media pueden observar en la Tabla 8.

3.5. Rendimiento del aceite escencial

Cada una de las destilaciones se terminaba con el calculo del respectivo
rendimiento, considerando la relacion entre el volumen del aceite escencial y el peso del

material vegetal empleado.

3.6. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

La composicion quimica de los aceites esenciales fue determinada por
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC / MS), con el apoyo de
la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL), identificando y cuantificando los
principales compuestos quimicos constituyentes de las muestras de aceite esencial. El
cromatografo utilizado fue de la marca Shimadzu, con detector de masas modelo GCMS-
QP2010S, con interfaz acoplada a una computadora para control y obtencidn de datos con
sistema de muestreo automatizado. Las condiciones de funcionamiento del equipo fueron
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las siguientes: Columna: Marca Agilent DB -1: 0,25 mmx30 m, espesor de pelicula 0,25
um, 100% dimetilpolisiloxano; Horno: Rampa: comience a 100 ° C (2 min) hasta 200 °
Ca10° C/min, luego a 25 ° C / min hasta 300 ° C restante durante 4 min; VVolumen de
inyeccion: 1.0 uL; Detector: relacion MS m / z con escaneo de 40 a 450 um; Eluyente:
He, 0,75 ml / min (100°C); Inyector: splitless: split ratio 50.0: 1 a 280 ° C.Los analisis de
espectros de masas se realizaron comparando los espectros encontrados en la biblioteca
NIST 8.0 y también calculando el indice de Kolvats (IK) respectivo y comparandolo con

los valores descritos en la literatura.

3.7. Evaluacidn de la actividad antibacteriana.

3.7.1. Obtencion y activacion de los microorganismos

Se utilizaron cepas estandar en las pruebas de Difusion de Agar y Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC), provenientes de cultivos de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC), obtenidos en la Universidad Catdliaca de Cuenca UCACUE,
Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular — CIIT. Para la evaluacion de la
actividad antibacteriana, se utilizaron cuatro cepas bacterianas y una fungica estandar.
Las cepas fueron: Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus
aureus (ATCC25923), Salmonella  enterica serovar ~ (ATCC14028), Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853) y Candida Albicans (ATCC 25933). Previo a los ensayos las
cepas se subcultivaron en agar estandar a 37°C por 24 horas, considerando para su uso la
diluscion de McFarland 0,5 de concentracion correspondiente a 5x10* UFC, con una
absorbancia entre 0,08-0,12 a 625 nm (Balouiri et al., 2016), para trabajar con bacterias
se agusto el caldo Mueller Hinton con cationes, se agrego al caldo alicuotas de NaCl aL

20% para Pseudomona aeruginosa, bacteria halofilica (Weinstein et al., 2018).

3.7.2. Método de difusién en agar con discos y porcentaje de inhibicién del

crecimiento microbiano

La actividad antibacteriana se determind mediante el método de difusion en medio
solido (Bauer et al., 1966), adaptado por Jorgensen y Ferraro (2019), en el cual, el aceite

esencial en estudio se diluye 8:2 con dimetilsulfoxido (DMSO, al 5%). La siembra de
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microorganismos se realizd en medio sélido de agar nutritivo y Caldo de Infusion Cerebro
Corazdn (Agar ICC), incubados a 37°C durante 24 horas. Luego, a los indculos de estos
microorganismos se agrego 9.0 mL de ICC y se incubaron en un agitador (Incubator SL
222/CFR Shaker) a una temperatura de 37°C a 160 rpm durante 24 horas.

Al dia siguiente, la suspension del medio que contenia los microorganismos se
diluyd 10 veces, seguido de la medicion de la densidad optica (D.O.) en un
espectrofotémetro (Lozano, 2020), a 625 nm. Para obtener la D.O. deseada (McFarland
0,5), la suspension se volvio a agitar en el agitador durante 1 hora a 37°C y 160 rpm.

En la siguiente etapa, para la fase de crecimiento bacteriano se coloc6 1 mL de
suspension bacteriana en placas estériles y 25.0 mL de medio semisélido, conteniendo
agar (10%) mas ICC fundido a 50 ° C. Luego del proceso de solidificacién del medio de
cultivo, se inoculo uniformemente con el microorganismo de interés la superficie de la
placa de agar, se agregaron sobre la superficie del agar discos de papel filtro de 6 mm de
diametro impregnados con el agente antimicrobiano y con 10 pL de las soluciones DMSO
del aceite esencial de chuquiragua jussieui, en concentraciones de 1.0; 3,0; 6,0; 12.0 y
24.0 mg/mL, y se incubaron a 37°C por un periodo de 48 horas. Los ensayos se realizaron
por triplicado, acompafiados del control positivo, el antibidtico Ciprofloxacino y
antifungito Ketoconazol a una concentracion de 3.0 mg/mL y el control negativo, el
solvente DMSO.

Como resultado se observaron la formacion de halos fruto de la accion de los
agentes antimicrobianos que se difunden en el agar e inhiben su reproduccién, generando
halos donde no hay crecimiento bacteriano visible cuyo didmetro es proporcional a la
accion inivodora del microorganismo investigado. Los resultados finales se expresaron
como la media de esta zona de inhibicién provocadas en cada medio de cultivo,
considerandose positivos los halos con un tamafio igual o superior a 10 mm de diametro,
segun lo descrito por Manzano et al., (2011). El porcentaje de inhibicion del crecimiento
microbiano se determin6 mediante la relacion entre el didmetro de los halos generado por
el aceite esencial de la chiquiragua y el halo generado por el antimicrobiano respectivo,

como lo indica la Ec. 1 (Martinez et al., 1997):
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Diametro halo de inhibicion del aceite (mm) (Ec.3)
Porcentaje del efecto de inhibiCiON = ------=mmmmmmmm e x100
Diametro halo de inhibicion control positivo (mm)

3.7.4. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

La determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) se realiz6 segun
el método CLSI (Wikler, 2006), modificada por Balouiri et al., (2016). Los valores de
MIC se determinaron diluyendo aceite esencial de chuquiragua jussieui en
dimetilsulfoxido (DMSO al 5%). Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se
utilizé como control positivo el antibiético Ciprofloxacino y el antifungico Ketozonazol.
Se utilizaron placas estériles de 96 pocillos, adecuadas para microdilucion. Inicialmente,
se colocaron 90 pL del medio Muller Hinton Broth (MHB) en cada pocillo v,
posteriormente, se agregaron las soluciones de aceite esencial de la tercera columna (A3)
a la duodécima columna (A12), a concentraciones de 40.0; 20,0; 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,62
y 0,31 mg/mL. Cada columna recibio una concentracion diferente de aceite esencial, de

acuerdo con los valores especificados anteriormente.

Finalmente, se inoculo agregando a cada pocillo una alicuota de 10 pl de la
suspension de microorganismos ajustada a un McFarland 0,5. El control positivo también
se utilizo a una concentracion de 20.0 mg/mL, en la columna Al3, para observar el
crecimiento de microorganismos. Posteriormente, las placas se incubaron durante 48
horas a 37°C, en un Estufa (Marca SELECTA P 115/220). Después de este periodo de
incubacion, se agregaron 30 pL de rezasurina a una concentracion final de 0.01% para el
analisis cuantitativo del crecimiento microbiano en los pocillos de prueba y la
determinacién de la actividad antimicrobiana relativa de cada dilucion de muestra. Se
utilizo la resazurina como indicador de viabilidad de los microorgaismos investigados.
La resurzina es de color azul y se reduce a resorufina de color rojo por accion del éxido

reductasas mitocondrial de células vivas (Hongos y Bacterias).

Terminado el proceso de incubacién, la MIC corresponde a la dilucién menos
concentrada del aceite esencial de la chuquiragua que aun presentaba color azul. Mientra
que para el control negativo que contiene 50 pl de antimicrobiano y 50 pl de caldo

Mueller Hinton ajustado con cationes y 10 ul de resazurina 0,01 g/100 ml. EI control
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positivo contenia 10 pl DMSO, 50 ul caldo Mueller Hinton ajustado con cationes, 50 pl

dilucion microbiana y 10 ul de resazurina.

En este ensayo se llevaron a cabo los controles de viabilidad de los
microorganismos probados, la esterilidad del medio de cultivo, el aceite esencial y el

potencial de inhibicion de DMSO en los microorganismos probados.

3.7.5. Concentracién Minima Microbicida (CMM - CMB y CMF)

Esta prueba se desarrollo una vez conocido el valor de la MIC de cada
microorganismo para el aceite esencial de chuquiragua. Se tomo 10.0 pL de las
concentraciones que mostraron actividad microbiana (o tambien 10.0 pL del poso anterior
0 10,0 uL del poso posterior, correspondientes al doble o la mitad de la MIC encontrada).
Se replica sembrando en placas Petri que contenian Agar Mueller Hinton (AMH). Estas
placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Terminada la incubacién se revisaron las
placas en busca de unidades formadoras de colonias (UFC) microbianas. La CMM se
tomd6 como la concentracion mas baja de aceite esencial donde no hubo crecimiento
celular visible en la superficie de AMH (Wikler, 2006)

Visualizacion
del CMM

Incubar por
24ha 37°C
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aceite esencial,
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Figura 14. Esquema de la determinacion de MIC y CMM
Fuente: El autor, 2021. Adaptado de (Wikler, 2006),
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Rendimiento de aceites esenciales

El aceite esencial de al especie Chuquiragua jussieu fue extraida mediante
hidrodestilacion de las partes aéreas (hojas y flores) de la planta endémica que fue
recolectada durante los meses de febrero a septiembre del afio 2021. El aceite obtenido es
una sustancia liquida viscosa de color amarillo palido, de olor agradable que recuerda
vagamente al talco. La densidad media relativa encontrada en los dos aceites (Cafar y El
Tambo), es de 0,888 g/mL, cuyos valores individuales permitié encontrar el rendimient

de los dos aceites esencial y su valor medio, como se observa en la Tabla 8

Tabla8. Rendimeiento por destilaciony general del aceite esencial de la parte arerea (hojas
y flores) de la especie Chuquiraga Jussieui.

Cantidad Cantidad
Muestra ma(tj:rial Volumen Densidad gseczrﬁilitai Rendimiento & o
) vegetal ) (g/mL) obtenido (%)
(9) (9)
CHU-C1 3.870 0,30 0,887 0,27 0,00698
CHU-C2 2.589 0,19 0,884 0,17 0,00657
CHU-C3 2.978 0,22 0,879 0,19 0,00638
CHU-C4 1.867 0,14 0,878 0,12 0,00643
CHU-T1 1.470 0,12 0,899 0,11 0,00748 000703512 000051041
CHU-T2 1.280 0,11 0,894 0,096 0,00750
CHU-T3 1.140 0,10 0,892 0,085 0,00746
CHU-T4 2.870 0,24 0,891 0,215 0,00749
Total: 18.064 1,42 0.888 1,256 0,007035

* CHU-C = Chuquiraga Cafiar (parroquia Chorocopte y laguna de Patococha), CHU-T= Chuquiraga El
Tambo (comunidades de Absul y Romerillo). x = Media Artimética, o = Desviacion Estandar

Fuente: El autor, 2021.

El valor promedio de la densidad del aceite esencial obtenido de la Chuquiraga
jussieui en los dos lugares fue de 0,888 g/mL, resultados que son similares a los
encontrados por Duefias et al (2014), en la misa especie (0,889 g/mL), y en la especie

Chuquiraga longiflora (0,875 g/mL) (Orellana et al., 2020), y de igual forma en la
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especie Chuquiraga erinacea (0,854 g/mL), obenidos por hidrofestilacion en los paises

vecinos. (Cristobal y Paredes, 2019).

El rendimiento medio de los aceites esenciales obtenidos de las dos zonas rurales
de Canar y EI Tambo es de 0,00703, sin embargo se observa una leve diferencia entre
estas (0,00658763% y estas 0,00748261%), siendo un poco mas denso el aceite esencial
obtenido de las platas de las comunidades rurales del canton EI Tambo. Resultados que
son justificados por Verma y Shukla ( 2015), al estudiar los factores responsables de la
fluctuacion en el metabolito secundario de la planta, para el cual algunas diferencias
pueden ocurrir en la composicion de los aceites esenciales de la misma especie
probablemente debido a la variacion genética y diferentes factores ambientales, como el
clima, las temporadas de cosecha y la ubicacion geogréafica. Por otra parte Dourado y
Silveira,(2005), al evaluar el rendimiento de aceites esenciales obtenidos de hojas de
especies de chuquiragua obtuvieron valores de 0,075% y 0,72%. En otra especie,
investigando en las hojas secadas al aire libre de Chuquiraga spinosa (Asteraceae) se
obtuvo por hidrodestilacion un rendimiento de aceite esencial del 0,2% (Senatore et al.,
2008). En trabajos previos de investigacion desarrollados con especies de chuquiragua
longiflora se obtuvieron rendimientos de 0.97% y 0.65%, en epocas diferentes y en la

misma especia (Ccana-Ccapatinta et al., 2018).

La variacion en la produccion de aceites esenciales por especies vegetales esta
relacionada con factores como la temperatura ambiente, la humedad del aire, la diversidad
genética de cada especie, asi como la época del afio (Castro y Sosoranga, 2020). Al
respecto, se observo que la especie Chuquiraga jussieui produce aceite esencial con un

rendimiento méas bajo en relacion a otras especies de la mismo familia y género.
4.2 Evaluacion de la composicion quimica de los aceites esenciales

La composicion quimica de los aceites esenciales de Chuquiraga jussieu se
determin6 mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-

MS), donde se identificaron y cuantificaron los principales componentes quimicos

presentes en los aceites evaluados. Los resultados se obtuvieron mediante la
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determinacidn de las areas de los picos principales, comparando los espectros de masa al

observar los Cromatogramas de los respectivos corridos.

Se identificaron setenta y tres componentes, que constituyen el 97% del aceite.

Los analisis cualitativo y cuantitativo de la muestra de aceite se evidencian en la Tabla 9.

Tabla 9. Composicion quimica del aceite esencial de la parte arerea (hojas y flores) de la
especie Chuquiraga Jussieui.

Compuestos quimicos % Rt (min) Identificacion
Alcohol (7, 8%)

Octano- 1-01 0,1 30,4 RT, MS, Co
Linalol 2,8 32,6 RT. MS, Co
p-Cymen-8-ol 1,2 38,2 RT, MS
a-Terpineol 3 39 RT, MS, Co
Carveol 0,7 41 RT, MS, Co
Octadecan-1-ol traza 91,2 RT. MS, Co
Aldehidos (9, 1%)

3-Methylhexanal traza 22,6 RT. MS
Octanal 1,1 24,5 RT, MS, Co
Oct-2-en-1-al 0,2 28,4 RT, MS
Nonanal 2,6 32,4 RT, MS,Co
Citronelal 0,5 35,8 RT, MS, Co
Decanal 1,7 40,1 RT, MS, Co
(E)-Cinamaldehido 2,1 43,3 RT. MS, Co
Geranial 0,9 44 RT, MS, Co
Cetonas (27, 0%)

(E) -6-Metilhepta-3,5-dien-2-ona traza 31,9 RT, MS
Decan-2-one 0,5 34,6 RT, MS, Co
Menton trace 36,3 RT, MS, Co
Isomenthone 0,3 36,5 RT, MS, Co
p-Metilacetofenona 0,1 37,6 RT, MS, Co
Pulegone 3,9 42,1 RT, MS, Co
Piperitona 0,2 42,8 RT, MS,Co
Undecan-2-one 1,0 46,6 RT, MS, Co
p-Metoxiacetofenona 8,6 47,4 RT, MS, Co
Piperitenona 1,9 48,5 RT, MS
15-Nor-1-thujopsen-3-one 0,8 48,3 RT, MS
Damascenona 0,5 52,5 RT, MS
Dodecan-2-one 0,8 53,6 RT, MS

67



p-Hidroxiactofenona
Tridecan-2-uno

Fenoles, fenilpropanoides y flavonoides (15, 9%)

T hymol

Eugenol
Metileugenol
Metilisoeugenol
BHT

Piceol
Kaempferol
Quercetina

Apiol
Sesquiterpeno hidrocarburos (15, 7%)
Cyperene
a-Selinene
B-Gujunene
a-Cedreno
B-Humuleno
a-Cadineno
a-Himachalene
B-Maliene
alo-Aromadendreno
ar-Curcumene
Cuparene
trans-pB-Farneseno
oCadinene
trans-Calamenene

5,8
2,6

0,4
0,9
1,4
0,9
2,1
1,1
0,7
1,3
7,1

1,4
0,8
0,6
1,9
3,4
0,6
0,2
0,2
0,2
2,8
2,5
0,2
0,5
0,4

Sesquiterpenos que contienen oxigeno (6,9%)

(E)-Nerolidol
Spathulenol

Oxido de cariofileno
Alcohol pachuli
Junenol
Cedr-8-en-14-ol
trans-trans-Farnesol
Eudesm-11-en-4-ol
Hidrocarburos (4,9%)
Decano
2-Metilnaftaleno
8-Metilundec-1-ene
Pentadecano

traza

0,5
3,8
1,7
0,1

0,1
0,4
0,3

0,7
0,4
1,3
1,1

54,3
60,2

48,8
50,4
53,3
59,2
61
62,3
63,2
65,1
67

49,2
51,1
52,6
55,9
56,7
57
57,5
57,9
58,3
59,5
61,3
61,8
62,2
64,6

64,5
65,1
65,4
65,9
67,6
68
68,8
69,6

31,3
45,9
48,3
61,6

RT, MS, Co
RT, MS, Co

RT. MS, Co
RT, MS, Co
RT, MS

RT, MS

RT, MS, Co
RT, MS, Co
RT, MS, Co
RT, MS, Co
RT, MS, Co

RT, MS
RT. MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT. MS
RT. MS
RT. MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS

RT, MS, Co
RT, MS
RT, MS,Co
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS
RT, MS

RT, MS, Co
RT, MS
RT, MS
RT, MS,Co
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Hexadecano 1 67,7 RT, MS, Co

Heptadecano 0,1 77,5 RT, MS, Co
Octadecano 0,2 78,8 RT, MS, Co
Nonadecano traza 84,2 RT, MS, Co
Eicosano 0,1 93,5 RT, MS, Co
Otros (9,5%)

Tifurano 2-n-Pen 0,5 24,2 RT, MS
ﬁidmcmmonMaetll 3-hidroxi-5,6,7,8-tetra 7 47 RT, MS
y-Decalactona 1,3 49,6 RT, MS, Co
Acetato de 2-pinen-6-ol 0,7 55,5 RT. MS

No identificado 3,2%
Traza, <0,05%, RT = tiempo de retencion; MS = GC-MS; Co = coinyeccion con estandar auténtico

Fuente: El autor, 2021

Se sabe poco sobre la quimica de las Barnadesiinae y en el genero Chuquiraga.
Pocas veces se han aislado compuestos simples de los aceitees esenciales puro de estas
especies de Asperaceas, obtenido a la dificultad que conlleva su extraccion por
hidrodestilacion y a las técnicas de analisis usadas para obtener los metabdlicos
decundario (Senatore et al., 2008). En esta investigacion con aceite esencial puro y usando
CG-MS se han podido identificar flavonoides y fenoles poco estudiados en especie de
Chuquiragua Jusieui, como: Kaempferol y Quercetina. Con algunas coincidencias
reportadas previamente, la composicion quimica identificada en los acietes escenciales se
caracterizd6 por la presencia de molesculas oxifgenadas como componentes mas
prevalentes (76,6%) compuestos con grupo carbonilo que constituyen mas de un tercio
del aceite esencial. Se identificaron tambien una gran cantidad de cetonas, siendo los
principales representantes p-metoxiacetofenona y p-hidroxiacetofenona, que
representaron el 14,4% del aceite. Entre los aldehidos nonanal (2,6%) y (E) -
cinamaldehido (2,1%) fueron los méas abundantes. Los fenoles, fenilpropanoides y
flavoniodes representaron el 15,9% del aceite con apiol (9,8%) como componente
principal de esta fraccion y del aceite. Es de destacar que no se detectaron hidrocarburos
monoterpenos en el aceite. Por el contrario, los monoterpenos que contienen oxigeno
representan el 17,1% del aceite. Entre esos compuestos se destaca la pulegona (3,9%), a-
terpineol (3,0%), linalol (2,8%) y piperitenona (1,9%).
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Los hidrocarburos sesquiterpénicos representaron el 15,7% del aceite. Los
componentes principales de esta fraccion fueron p-humuleno (3,4%), ar-curcumeno
(2,8%), cupareno (2,5%), a-cedreno (1,9 '-% 0a) n d cipereno (1,4%). Los sesquiterpenos
que contienen oxigeno representan el 6,9% del aceite, siendo el espatulenol (3,8%) v el
oxido de cariofileno (1,7%) los constituyentes mas representativos de esta fraccion.
Compuestos quimica identificados en los aceites esenciales en otras especies de
chuquiraga, aunque en menor concentracion (Landa et al., 2009),con moléculas de
flavoniodes y fenoles menos complejas (Castro & Sosoranga, 2020); en diferentes
lugares de investigacion y muestreo y utilizando otros métodos de extraccion (Koc et al.,
2015), incluso en la misma especie (Chuquiraga Jussieui) (Maldonado-Coello y Naula-
Orrala, 2020).

En cuanto a los compuestos mas complejos, el espatulenol (3,8%) fue el principal
sesquiterpeno oxigenado. Apiol (6,7%) fue el derivado fenilpropanoide mas
abundante.La presencia de Piceol, Kaemfoerol y pequefas cantidades de Quercetian, que
suman el 3,1%, indican la presencia de flavoniodes en la muestra de aceite esencial
investigada. Otras investigaciones reportaron tambien el hallazgo de tres glicésidos de
flavonol, kaempherol-3-O-rutinoside, kaempherol-3-O-glucésido y quercetina-3-
orutindsido (Senatore et al., 2008). Landa et al.,( 2009) ensayando en la especie
Chuquiraga spinosa en extractos de metanol, metanol acuoso al 50% y agua, encontraron
ademas quercetina-3-O-glucésido, kaemperol-3-O-rutindsido o nicotiflorina 'y
kaemperol-3-O-glucdsido o astragalina, informano su presencia en otras especies de el
mismo género, mediante analisis HPLC/DAD (Rojas et al., 2015). En otras especies de
Chuquiraga, los espectros UV visibles de nueve componentes tambien mostraron
absorbancias tipicas de los flavonoles (derivados de quercetina y kaemperol) (Duefias-
Rivadeneira et al., 2017) Para Fisher y Phillips ( 2008), la presencia de concentraciones
deseable de flavonoides y fenoles en las estructuras quimica del aceite esencial de las
plantas como metabolitos secundario posibilitan actividad protectora como
antimicrobianos, analgesicos, antiniflamatorios y antimicrobianos; pudiendo contribuir

benéficamente a la farmacopea popular.

Debido al hecho de que los flavonoides son universales en las plantas verdes

terrestres y que los patrones distintos de dichos compuestos a menudo representan
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caracteres taxondmicamente valiosos (Cartaya y Reynaldo, 2001) se investigan los
compuestos flavonoides al aceite esencial diferentes especies del chuquiraga, como:
avellanedae, calchaquina, erinaceceae, incana, oppositifolia, rosulata, longifolia,
calchaquina, spinosa y longiflora; en las que igual se han encontrado estos y otros
compuestos flavonoides: quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-rutindsido o rutina,
kaemperol-3-O-rutinésido o nicotiflorina y kaemperol-3-oglucésido o astragalina.
Incluso los compuestos isorhamnetina-3-O-rutindsido) e isorhamnetina-3-O-glucosido
se han identificado por primera vez en el género Chuquiraga mediante CG-SM y HPLC /
DAD /MS (Landa et al., 2009).

4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se realizaron controles de esterilidad (medio y control diluyente - DMSO),
negativos (Medio + DMSO + indculo), control de in6culo (indculo + Medio) y control de
antibioticos (Medio + indculo + ciprofloxacina). Las cepas bacterianas fueron resistentes
al control negativo, demostrando que el solvente no interfiri6 con el crecimiento de
microorganismos Yy, por lo tanto, no altera el resultado de las pruebas de actividad

antimicrobiana, de acuerdo a los resultados que se observan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana en el control negativo

DMSO, frente a diferentes cepas bacterianas.

Microorganismos Concentraciones de Halos de
DMSO (mg/mL) inhibicién (mm)

Escherichia coli (ATCC25922) 1;3;6;12; 24 0
Salmonella enterica serovar 1;3;6;12; 24 0
(ATCC14028)

Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) 1;3;6;12; 24 0
Staphylococcus aureus (ATCC25923), 1;3;6;12; 24 0
Candida Albicans (ATCC 25933 1;3;6;12; 24 0

Fuente: El autor, 2021.

Como control positivo se utilizd el antibidtico Ciprofloxacino y antifungico
Ketoconazol, a una concentracion de 3,0 mg/mL, para la evaluacion comparativa de las

muestras frente al patron de referencia. Los halos de inhibicién formados con los
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antimicrobianos (Ciprofloxacino y Ketoconazol) variaron de 32 a 44 mm (Tabla 11). Las
cepas ATCC25922 Escherichia coli y ATCC14028 Salmonella enterica fueron las mas
inhibidas por el antibidtico, lo que indica su mayor susceptibilidad al mismo. En cuanto
al tamafio de los halos, Alves et al., ( 2010) propuso una clasificacion en la que las
muestras que producen un halo menor a 9 mm se considera inactivas, interpretandose
cualitativamente como sensible (+) 6 resistente (), segun estandares M100 del CLSI.
(NCCLS, 2015; Weinstein et al., 2018).

Tabla 11. Halos de inhibicion de la actividad antimicrobiana de la Ciprofloxacino y
Ketoconazol a una concentracion de 3.0 mg/mL

Microorganismos Halosde Halosde Halosde Halos de
inhibicion inhibicién inhibicién inhibicion -

Q) (mm)  (2) (mm) (3) (mm) Promedio

(mm) (*)
Escherichia 44,2 42,8 42,7 43,2 0,839
coli (ATCC25922)
Salmonella 38,2 38,2 38,1 38,2 0,058
enterica serovar
(ATCC14028)
Pseudomona 36,2 36,1 36,1 36,1 0,058
aeruginosa (ATCC
27853)
Staphylococcus 32,3 32,1 32,2 32,2 0,100
aureus (ATCC25923)
Candida 42,9 42,7 42,8 42,8 0,100
Albicans (ATCC
25933)

*Halo promedio de tres repeticiones, (p > 0,05)

Fuente: El autor, 2021.

El ciprofloxacino es un antibidtico de la clase de los fluoroquinolonas, que actla
principalmente como bactericida, que actia a nivel intracelular inhibiendo la DNA girasa

y enzima bacteriana interfiriendo con la replicacion y sintesis de proteinas bacterianas.
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Es activo contra microorganismos Gram-positivos, Gram-negativos y anaerobios.
(Aspiazu et al., 2020).

El ketoconazol es un agente antifingico imidazol que se utiliza en la prevencion y
el tratamiento de una variedad de infecciones por hongos. Funciona previniendo la
sintesis de ergosterol, el equivalente fungico del colesterol, aumentando asi la fluidez de

la membrana y previniendo el crecimiento del hongo (Tavakkoli et al., 2020).

Las pruebas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de
difusion en medio sélido con aceites esenciales de Chuquiraga jussieui en
concentraciones de 1.0 mg/mL a 24.0 mg/mL, produjeron halos de diferente didmetro
porporcionales a la concentracion del aceite esencial y en las diferentes cepas de

microorganismos investigados (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la evaluacién de la actividad antibacteriana del aceite esencial de

Chuquiragua jussieui, frente a diferentes cepas microbianas.

Microorganismos Halos de inhibicion (mm) Control  Control
Concentracion del aceite positivo  positivo
esencial (mg/mL) Ciproflox Ketocon
1,0 30 6,0 12,0 24,0 acino azol
Escherichia 0 0 0 0 + N/A
coli (ATCC25922) 18,0
Salmonella enterica serovar 0 0 0 0 + N/A
(ATCC14028) 104
Pseudomona 0 0 0 0 + N/A
aeruginosa (ATCC 27853) Lt
Staphylococcus 0 0 0 19,2 272 + N/A
aureus (ATCC25923),
Candida Albicans (ATCC 0 0 15, 231 N/A +
25933 3 242

Resultados expresados con Prom + (control positivo) y N/A: No aplica (halo promedio redondeado de tres
repeticiones, p > 0,05)

Fuente: El autor, 2021.
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Los halos formados en las cajas Petri inoculadas con Staphylococcus aureus y
Candida Albicans resultan tener un promedio superior a 10s 16 mm. Segln Alves et al.,
( 2010), si los halos son < 9 mm, la cepa se considera inactivas, por lo tanto, las cepas
presentan actividad. La cepa de Escherichia coli es activa, pero tiene poca sensibilidad
y la cepa de Salmonella no presenta actividad; demostrando de esta manara que el aceite
esencial estudiado presenta actividad antimicrobiana, especialmente frente a bacterias
Gram-positivas y hongos.. Resultado que lo apoya (Perez-Chauca et al., 2020), indicando
que los aceites esenciales de la especie Chuquiraga spinose, si resulto activa para esta o
otras cepas de bacterias Gram-negativas, incluyendo la Pseudomona aeruginosa y una

fuerte actividad antimicrobiana en presencia de levadura que producen candidiasis.

Estos resultados permiten ademas relaciona los halos de inhibicion del aceite
esencial y los halos del control positivo frente a los microorganismos evaluados, como se

observa en la Tabla 13.

Tabla 13. Halo de inhibicidn del aceite esencial de Chuquiragua jussieuifrente a diferentes

cepas microbianas.

Microorganismos Halos de Halos de Inhibicion del
inhibicion del inhibicion del crecimiento
control positivo  aceite esencial microbiano
(mm) (mm) (%)

Escherichia 42,70 18,6 42,56

coli (ATCC25922)

Salmonella enterica serovar 38,10 10,4 27,30

(ATCC14028)

Pseudomona 36,10 17,1 47,37

aeruginosa (ATCC 27853)

Staphylococcus 32,20 27,2 84,47

aureus (ATCC25923)

Candida Albicans (ATCC 42,80 24,2 56,54

25933)

Halo promedio de tres repeticiones, con p > 0,05

Fuente: El autor, 2021.
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En cuanto al proceso inhibitorio del crecimiento microbiano, se observo que la cepa
de Staphylococcus aureus es la que mayor valor de inhibicion experimento (84,47%), con
un mejor porcentaje de inhibicion la cepa activa de Salmonella entérica; lo que se justifica
al considerar los valores del diametro del halo de inhibicién del aceite esencial y el

diametro del halo de inhibicién del control positivo (ciprofloxazino y ketocorolaco)

En cuanto a la prueba de suceptibilidad microbiana del aceite esencial de
chuquiragua Jussieui, se aplica el método de Kierby Bauer, por incorpora caracteristicas
recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud para la aplicacion del método en
estudios de aceites escenciales extraidos de las plantas (William y Laynes, 2002). EI
método consiste en la comparacién del diametro de los halos obtenidos en las pruebas
con el didmetro de los halos estdndar predeterminados del control positivo
(Ciprofloxacino y Ketoconazol). En La Tabla 14, se resumen los hallazgos encontrados
en las pruebas respectivas.

Tabla 14. Prueba de suceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de la
Chuquiragua jussieui y el patrén positivo (Ciprofloxacino y Ketoconazol)

Microorganismos Halos de inhibicion (diametro en mm.)
Resistencia  Intermedio Sencible

*Ciprofloxacino <15 16 - 20 >21

Escherichia coli (ATCC25922) 18,6

Aceite escencial al 100% (24.0 mg/mL) 42,70

Salmonella enterica serovar 10,4

(ATCC14028)

Aceite escencial al 100% (24.0 mg/mL) 38,10

Pseudomona aeruginosa (ATCC 17,1

27853)

Aceite escencial al 100% (24.0 mg/mL) 36,10

Staphylococcus aureus (ATCC25923) 27,2

Aceite escencial al 100% (24.0 mg/mL) 32,20

*Ketoconazol <14 15-18 >19

Candida Albicans (ATCC 25933) 24,2

Aceite escencial al 100% (24.0 mg/mL) 42,80

*Vlores estandar de los halos de control positivo del Ciprofloxacino y Ketocorolaco, frente a las cepas del
microorganismos ((William y Laynes, 2002)
Fuente: El autor, 2021
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En La Tabla 14 se observan los valores estnandar de los diametros de los halos del
control positivo del Ciprofloxacino y Ketoconazol para el microorgamismo

correspondiente (William y Laynes, 2002).

En los ensayos desarrollados, el disco de Ciprofloxacino aplicado a los cultivos
inoculados con cepa de Escherichia coli nos dio halos con diametro medio de 42,70 mm.,
mientras que el aceite esencial aplicado a la concentracion del 100% (24.0 mg/mL),
produjo halos con didmetro promedio de 18,6mm. Al comparar estos valores con los
observados en la Tabla 14, se deduce que la cepa de Escherichia coli es sensible al control
positivo, como es de esperace. Mientras que manifiesta una sensibilidad intermedia ante

la accion inhibitoria del aceite esencial.

Con la cepa de Salmonella enterica en cultivo, el disco de Ciprofoloxacino produjo
halos con un diametro medio de 38,10 mm., mientras que el efecto hinibitorio del aceite
escencial al 100% de concentracién producto halos con un didmetro medio de 10.4 mm.
Comparando asi mismos estos valores con los estandar se concluye que las cepas prueba

de Salmonella enterica son resostentes a la accion inhibitoria del aceite esencia.

En los cultivos inoculados con cepas de Pseudomona aeruginosa, los halos
generados por la accion inhibitoria del aceite esencial en concentracion al 100%, tenian
un diametro medio de 17,1 mm; por lo tanto, estas cepas, igual que la Escherichia coli,

manifiesta una sensibilidad intermedia ante la accién inhibitoria del aceite esencia.

Un cambio significativo se observa en los cultivos inoculados con la bacteria Gram-
positiva Staphylococcus aureus y con el hongo Candida Albicans. En ambos casos se
generan halos inhibitorios cuyo diamtro medio de 27,2 mm y 24,3mm respectivamente,
indican que son sencibles a la accion antimicrobiana del aceite esencial a la misma
concentracion que los casos anteriores. En todos los casos se observa sensibilidad al

control positivo de Ciprofloxacino y Jetoconazol.

Estos resultados sefialan un alto porcentaje de actividad antimicrobana del aceite
esencial de la chuquiraga Jussieui, especialmente frente las cepas de Staphylococcus

aureus y Candida Albicans, resultados que apoyan a los encontrados por (Huanca-
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Quispe, 2021), estudiando un estracto alcohélico de Chuquiraga rotundifilia, en Peru,
inoculado con Staphylococcus aureus y hongos dimorfico que reside cominmente en las
membranas mucosas de las cavidades oral y vagina. Quintero-Chacon et al., ( 2014),
argumenta esta postutura, indicando que parece ser comun en las plantas de la familia
Asteraceae cuyos aceites esenciales de diverso origen resultan ser resistentes a las
bacterias Gram-negativas, siendo sencibles y activas para levaduras y bacterias gram
positivas. Satorres et al.,( 2012), Gazim et al., (2018) y Cristobal y Paredes ( 2019) que
investigaron en aceites esenciales extraidos por maceracion e hidroestilacion de distitas
Barnadesioideaes observando que solo demostraban un efecto inhibitoria sobre
Staphylococcus aureus, mientras que Pseudomoanas aeruginosa y Escherichia coli
mostraron resistencia. Concluyen que su accién antimicrobina podria no se efectiva por
la ausencia otros metabolitos secundarios requeridos para su actibidad bactericida. A
pesar de ello, Ramirez (2014) identifica actividad antimicrobiana de la especie
Chuquiraga lessing ante cepas activas de Escherichia coli, justificandolo con el posible
beneficio que prestan los factores endégenos o exdgenos al crecimiento de la planta
(Perez-Chauca, 2020).

Los microorganismos probados en el ensayo anterior se sometieron a un proceso de
microdilucion en caldo para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y los
resultados se resumen en La Tabla 15. En la (MIC), se considero la concentracion mas
baja responsable de inhibir completamente el crecimiento de los microorgaismos. Los
valores de IMC se determinron por la lectura visual luego de la adicion de resazurina,
considerandose positivos para los pozos que quedaron azules y negativos para los que
obtuvieron un color rosa (SALVAT et al., 2001). El crecimiento bacteriano también fue

considerado por la presencia de turbidez y/o un sedimento en el fondo del pozo.

Tabla 15. Grafico de la Bandeja de Microdilucion

Micro Aceite
bos Esencial
1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12

CE 40 20 10 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC1
CE 40 20 10 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC2
CE 40 20 10 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC3
CE 40 20 10 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC4

OO0 wm >
o o g oo o
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CE 40 20 10
CE 40 20 10
CE 40 20 10

25 125 0.625 0.313 0.156 0.078 CP ACS
2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC6
25 125 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC7
CE 40 20 10 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC8
CE 40 20 10 25 125 0.625 0.313 0.156 0.078 CP AC9
J CE 40 20 10 5 25 125 0.625 0.313 0.156 0.078 CP  AC10

— I O T m
g ooogo oG

Leyenda: CE: Control de esterilidad, CP: Control positivo

Fuente: El autor, 2021.

Tabla 16. Resultados de las pruebas para determinar la MIC del aceite esencial de
Chuquiragua jussieui, frente a las cepas de microorganismos.

Microorganism  Escherichia Salmonella Pseudomon  Staphylococc  Candida

0S coli (ATCC2 enterica serova a us Albicans (
Concentracion 5922) r aeruginosa  aureus (ATC ATCC
mg/mL (ATCC14028) (ATCC C25923) 25933)
27853)
40 + + + + +
20 + + + + +
10 + + + + +
5 + - + + +
2,5 - - + + +
1,25 - - - + +
0,625 - - - + +
0.313 - - - - +
0,156 - - - - -
0,078 - - - - -

(+) Mostro sensibilidad a las concentraciones probadas. (-) No hubo actividad a las concentraciones
ensayadas.

Fuente: El autor, 2021.
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Tabla 17. Actividad antimicrobiana del aceite esencia de Chuquiragua Jussieui

Microorganismos Aceite esencial de la Chuquiraga
Jussieui (ng/mL)
MIC CMM
(CMB o CMF)
Bacterias Gram-negativas
Escherichia coli (ATCC25922) 600 - 800 > 2400
Salmonella enterica serovar 600 - 1600 > 6400
(ATCC14028)
Pseudomona aeruginosa (ATCC 2400 - 6400 > 2400
27853)
Bacterias Gram-positivas
Staphylococcus 300 - 600 <2400
aureus (ATCC25923)
Levaduras
Candida Albicans (ATCC 25933) 300 -800 <2400

Fuente: El autor, 2021.

Segun los datos observados en el Tabla 17, en las cepas de Staphylococcus aureu
y Candida Albicans, se encontro una MIC > 30 ul/mL, para Escherichia coli vy
Pseudomona aeruginosa, la MIC es > 600 pl/mL y para Salmonella entérica, la MIC es
> 2500 pl/mL.

Ahora bien, la segun clasificacién propuesta por Paredes et al., (2016), el aceite

esencial de una planta, presenta actividad antimicrobiana cuando IMC es < 1000 pg/mL.

Tabla 18. Clasificacién de la actividad antimicroniana de acuerdo a la MIC (Paredes et al., 2016)

Fuente: El autor, 2021.

Por lo tanto, el aceite esencial de la planta Chuquiragua jussieui presenta buena
actividad antimicrobiana en presencia de las cepas activas de Staphylococcus aureu y

Candida Albicans. Moderada actividad antimicrobiana ante las cepas de las bacteria
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Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa aeruginosa; y, no presenta actividad
antimicrobiana ante la cepa de Salmonella entérica. Resultados similares de IMC tambien
fueron repotados por Arias et al., (2004) al analizar la actividad antimicrobiana de cepas
de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, frente a la accion inhibitoria del aceite
esencial de otras especies del genero Chuquiraga que crecen en diferentes regiones

altoandinas de Argentina.

Por otro lado, por tratarse de cepas de bacterias y hongos como microorganismos
de preuba, la Concentracion Minima Bacteriana (CMB) la tomamos como Concentracion
Minima Microbiana (CMM), definida como la concentracion mas baja de aceite esencial
que puede inhibir el 99% del crecimiento microbiano. Por esta razon, para la
determinacién de la CMM, no se consideraron aquellos ensayos que presentaban débil y
moderada actividad antimicrobiana. Se tomaron 10 pl/mL de suspensiones con MIC de
aceite 2x y 4x y se sembraron con la ayuda de un asa en una placa que contenia agar
MacConkey y se incubaron a 37 °C, durante 24 horas. Después de este periodo, se verificd
la aparicion de crecimiento bacteriano. Todas las pruebas se realizaron por triplicado
(DEVI; et al., 2010).

La CMM encontrada para Staphylococcus aureu y Candida Albicans es de 2400
pl/mL , para Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa la CMM es > 2400 pl/mLy
para Salmonella entérica la CMM es > 6400 pl/mL

El desarrollo de mecanismos de resistencia por parte de las bacterias a maltiples
antimicrobianos ha sido un problema, y la busqueda de sustancias bioactivas,
principalmente derivadas de plantas va siendo una alternativa viable en las Ultimas
décadas. Este interés se debe a la diversidad de metabolitos secundarios producidos por
las plantas, como alcaloides, flavonoides, terpenoides y compuestos fendlicos, los cuales
tienen propiedades farmacoldgicas comprobadas, incluyendo actividad antibacteriana
(Coelho et al., 2004; Nascimento et al., 2000). En investigaciones previas consultdas se
evidencian resultados similares a los encontrados en ésta investigacion. Por ejemplo, el
aceite esencial de las hojas de Chuquiragua spinosay jussieui, extraido con disoliventes
disolvente hidro alcohdlico mostroé actividad antimicrobiana en presencia de la bacteria

Staphylococcus aureus (Costa et. Al. 2008). La actividad antimicrobiana también se
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observod en otras especies como la Chuquiraga pulegioides, donde al analizar el extracto
de metanol presento actividad antimicrobiana con considerable didmetro de halos de
inhibicidn frente a bacterias Gram-positivas (Arrais et al., 2014). En otra investigacion
con aceite de diferente estepcie de Chuquiragua se identificaron diterpenos en su
constitucion quimica, manifestando actividad antimicrobiana en presencia de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae y actividad fungicida contra

Candida albicans, Trichophyton mentagrophyts (Packer Luz, 2007).

Los aceites esenciales tienen en su constitucion varias sustancias con probables
actividades bioldgicas, por lo que se esperaba encontrar un resultado positivo en relacion
a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Chuquiragua jussieui. Sin embargo,

este resultado no es Unico ni se limita al aceite esencial analizado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

- Se obtuvo aceites esenciales de la especie Chuquiraga jussieui con un rendimiento
promedio de 0,0070%, valor considerado como un rendimiento bajo en relacion al
rendimiento obtenido de otras especies de Chuquiragua. A pesar de que las diferencias
entre los rendimientos son pequefios, sin embargo si son estadisticamente significativas,
variaciones de rendimiento que pueden deberse a factores extrinsecos e intrinsecos de la
planta, como los ambientales y las propiedades genéticas que expresan las plantas en el

medio.

- El analisis CG-MS mostrd la presencia de setenta y tres compuestos quimicos que
constituyeron el 97% del aceite esencial de la planta Chuquiraga jussieui. Los principales
componentes quimicos del aceite esencial resultaron ser molesculas oxifgenadas (76,6%),
cetonas como la p-metoxiacetofenona y p-hidroxiacetofenona (14,4%), aldehidos (2,6%)
y las (E)-cinamaldehido (2,1%) que fueron los mas abundantes. EI 15,9% son moleculas
mas complejas en estructura fendlica, fenilpropanoides y flavoniodes como el apiol
(9,8%). ElI 32,8% estan formados por compuesto monoterpenos e hidrocarburos
sesquiterpénicos. Estructura fitoquimica que lo cataloga como potencial agente

antimicrobiano.

- La evaluacién de la actividad antimicrobiana desarrollada por el método de difusion en
medio sélido, la MIC y la CMM mostraron que las cepas bacterianas de Staphylococcus
aureus Yy las levaduras como Candida Albicans, demuetrasn sensibles a la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de la planta Chuquiraga jussieui, Tambien mostraban
intermedia actividad microbiana con bacterias Gram-negativas como la Escherichia
coli y la Pseudomona aeruginosa y se manifiesta resistente para la cepa de Salmonella
enterica. En todas los casos de MIC y CMM los diametros de los halos de inhibicién
microbiana mostraron ser de longitud inferiores a los obtenidos con el control positivo
(Ciprofloxacina, Ketoconazol), incluso donde ambos microorganismos resultaron ser

sensibles. La utilidad medicinal que ofrece la Chuquiragua jussieui, incluyen infecciones
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producidas por hongos y bacterias Gram-positivas, justificanose en este caso el uso

prudente y responsable.

RECOMENDACIONES

- A pesar de su bajo rendimiento, el uso tradicional de esta planta en peligro de extinsion
y su posible accidn terapéutica para el tratamiento de afecciones bacterianas y micoticas,
se sugiere desarrollar estrategias para la conservacion de la especie y su uso como materia
prima para la industrializacion de fitofarmacos de bajo costo y al alcance de las
comunidades que la consumen ancestralmente. Investigar mas profundamente los factores
que influyen en el rendimiento y dar continuidad a la investigacidn en busca de mejores
métodos y procedimientos alternativos de extraccion del aceite esencial, mejorar la
técnica de produccidén evitando evite la eliminar metabolitos secndarios eficaces para

optimizar su accién terapéutica.

- Desarrollar pruebas de tamizajes fitoquimicos particularizando a cada uno de los
organos vegetales de la planta, asi como considerar las diversas condiciones ambientales,
épocas del afio, aspectos edafoldgicos, altitud, sistema lunar, tiempo de conservacion
luego de la recoleccion entre otros factores que pueden influir decididamente en la
presencia y concentracion de los metabolitos secunadrios en la planta. Al miso tiempo,
por no constituir parte de los objetivos de la investigacion no se llego a evaluar los
posibles efectos toxicos de la presencia ahislada o combinada de los metabdlicos

secundarios ahislados en los aceites esenciales extraidos de la Chuquiraga jussieui

- Actualmente, debido al rapido desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos, las
infecciones causadas principalmente por bacterias, hongos y virus se han convertido en
una amenaza para la salud pablica en todo el mundo. La medicina tradicional juega un
papel fundamental en el descubrimiento de nuevas especies vegetales con actividad
terapéutica, especialmente en la region andina del Ecuador por su gran diversidad en flora.
Sin embargo, por los resultados encontrados se recomienda el uso prudente de las
infuciones por las posibles complicaciones de resistencia antimicrobiana que podra
generar el uso indiscriminadamente los productos derivados de estas plantas,

especialmente como parte del tratamiento antimicrobiano en la medicina ancestral.
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Figura 14. Resultados de la GC-SM aplicados la muestra de aceite esecncial de la

Chuquiraga jussieui
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Figura 15. Hidrodestilacion adaptado a Clevenger con mechero de bunsen, para
obtenre el aceite esencial de la Chuquiraga jussieui

Fiura 16 Proceso de hidrotesilacién destilacion por arrastre de vapor de aceite
esencial de la Chuquiraga jussieui.
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Figura 17 Envaces utilizados para recolectar el destilado aceite esencial-aguay el
aceite esencial puro, antes y después de purificarlo y deshidratarlo con Sulfatoo de
Sodio.
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Figura 18 Equipos usados para determinar la densidad y el peso del aceite esencial
extraido
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Figura 20 Kit de materialesy esquipos, y resultados de las pruebas para
determinar el IMC del aceite esencia de la Chuquiraga jussieui

Figura 21 Cultivos con halos de inhibicion que indican la sensibilidad de los
microorgaismos analizados ante del aceite esencial de Chuquiraga jussieui
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