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CARACTERIZACION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Ruilopezia marcescens (S.F. Blake),
Cuatrec.

RESUMEN

En esta investigacion se describe la composicion quimica del aceite
esencial y la actividad antifingica obtenidas de las hojas de Ruilopezia
marcescens (S.F. Blake) Cuatrec. Recolectada en el paramo de El Batallén,
en Los Andes Venezolanos. El aceite esencial fue obtenido por el método de
hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger, con un rendimiento de
0,054 % v/p. El andlisis de sus componentes voléatiles fue realizado por
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM),
identificando como compuestos principales el Germacreno D (24,86 %), a-
pineno (22,38 %), p-cimeno (7,35 %) y a-felandreno (6,34 %). La actividad
antifangica se evalu6 por el método de difusion en discos, frente a levaduras
de referencia internacional: Candida albicans (ATCC 14053) y Candida krusei
(ATCC 6258). Como resultado de dicha investigacion, el aceite esencial no fue
activo para Candida albicans y Candida krusei. Este es el primer reporte sobre
actividad antifungica de la especie Ruilopezia marcescens.

Palabra claves: Asteraceae, Aceite esencial, Ruilopezia marcescens (S.F.
Blake) Cuatrec, Candida albicans, Candida krusei.
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INTRODUCCION

Las plantas son una fuente de diversas moléculas biol6gicamente
activas. Ellas producen numerosos metabolitos secundarios, muchos de los
cuales presentan actividad antifungica. Entre los compuestos mas conocidos
se encuentran: flavonoides, fenoles, glicésidos de fenoles, saponinas, aceites
esenciales, entre otros (Grayer y Harborne, 1994). Los hongos estan bien
adaptados para utilizar una gran variedad de sustratos como fuente de
carbono, nitrogeno y energia. De alli la dificultad que presenta su control. Estos
organismos pueden causar enfermedades muy graves en humanos (Quiroga,
Sampietro, y Vattuone, 2001).

El ecosistema del paramo es de las grandes altitudes mas diversas y
de evolucion mas rapida del mundo. Hay, mas de 144 especies de frailejones
dominan el paramo. Estos han intrigado a los naturalistas, investigadores y
botanicos, no solo por su atractiva belleza y su impresionante diversidad
morfolégica, sino también por sus notables adaptaciones a las condiciones
ambientales extremadamente duras del paramo (Diaz, 2017).

Los frailejones son muy abundantes en los paramos y bosques alto
andinos. En general tienen aspecto de palmas, con una roseta de hojas
pubescentes al final, y un tallo cubierto de hojas secas. De cada roseta
emergen ramas florales sosteniendo inflorescencias en capitulos, usualmente
amarillas. A pesar de que es relativamente facil reconocer estas plantas su
diversidad morfolégica es muy notoria, con especies cuyos individuos adultos
van desde unos pocos centimetros hasta especies que superan los 15 m de
altura (Diazgranados, 2013).

Es importante decir, que algunas plantas de los paramos mas
abundantes son de la familia Asteraceae, que esta caracterizada por presentar
las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta denominada capitulo,

la cual se halla rodeada de una o mas filas de bracteas (involucro). El nombre



“Asteraceae” deriva del género tipo de la familia Aster, término que proviene
del griego que significa “estrella” y hace alusion a la forma de la inflorescencia.
Por otro lado, el nombre “compuestas”, mas antiguo pero valido, hace
referencia al tipo particular de inflorescencia compuesta que caracteriza a la
familia y que solo se halla en muy pocas familias de Angiospermas. Las
Compuestas presentan una considerable importancia ecoldgica y econémica
(Stevens, 2012).

Los frailejones forman parte importante de la ecologia y biodiversidad
de los paramos venezolanos. Generalmente pertenecen a la familia
(Asteraceae) de subtribu Espeletiinae, la cual, se encuentra subdividida en
ocho (8) géneros (Cuatrecasas, 1976; Badillo, 2001): Carramboa Cuatrec (7
especies), Coespeletia Cuatrec (8 especies), Espeletia Mutis ex H. et B. (19
especies), Espeletiopsis Cuatrec (7 especies), Libanothammus Ernst (19
especies), Ruilopezia Cuatrec. (24 especies), Tamania Cuatrec. (1 especie) y
Paramiflos. El género Ruilopezia, llama su atencién, ya que, son plantas
monocarpicas y con variedad de metabolitos secundarios, la especie
Ruilopezia marcescens es la especie menos conocida y poco estudiada, pero
se encontrada en lo paramos andinos venezolanos (Cuatrecasas, 1987).

De acuerdo con la tendencia de la poblacion de hacer uso de
medicamentos de origen natural, los investigadores utilizaron los productos
naturales, el cual, se hizo indispensable la profundizacion en el conocimiento
de las plantas medicinales, analizar su compaosicion quimica y los factores que
puedan hacerla variar, conocer la estructura y las propiedades de los principios
activos con miras para poder determinar su posible actividad farmacolégica,
determinar las indicaciones, contraindicaciones, efectos secundarios entre
otros, con el fin de utilizarlas en el tratamiento y prevencion de los problemas
de salud (Coy, 2014).

Este proyecto de investigacion estuvo estructurado por cinco capitulos.

El primero titulado El Problema, subtitulado de la siguiente manera:



Planteamiento del Problema, Justificacion e Importancia de la Investigacion y
objetivos. El segundo capitulo, titulado Marco Teorico, estara conformado por
los Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Tedricas,
Operacionalizacion de las Variables y Sistema de Hipotesis. Tercer capitulo,
titulado Marco Metodologico, ordenado con los siguientes subtitulos, Tipo de
Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variables, Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Analisis. Cuarto
capitulo, comprendido por Resultados y Discusiones. Quinto capitulo
Conclusiones y Recomendaciones. Referencias Bibliohemerograficas.

En la presente investigacion se caracterizara la composicion quimica y
su actividad antifungica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia
marcescens (S.F Blake) Cuatrec de la familia Asteraceae, con el objeto de
ofrecer una alternativa mediante el uso de plantas y de sustancias organicas.
Para nuestro conocimiento, la actividad antifungica del aceite esencial de R.

marcescens no ha sido determinada, por lo tanto, este es el primer reporte.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Desde la antigiiedad se conocen que las plantas tienen sustancias que
han sido usados como tratamiento para sanar afecciones. A las plantas se les
han atribuido diversas propiedades curativas de acuerdo a su forma, color o el
habitat. Estas poseen principios activos que pueden ser sustancias simples
tales como alcaloides o mezclas complejas como resinas, aceites esenciales,
entre otros. Estos, contienen estructuras y componentes quimicos con fines
bioldgicos y farmacolégicos (Marcano y Hasegawa, 2002).

El uso irracional de los antibidticos en la practica clinica, propicié una
pronta apariciéon de mecanismos de resistencia en bacterias y posteriormente
en hongos, parasitos y virus. Alexander Fleming, desde que recibio el Premio
Nobel de Medicina en el afio 1945, advirtié sobre el fendmeno de la resistencia
cuando expresd: “Llegara un momento en que la penicilina podra ser
comprada por cualquiera en los negocios. Existe el peligro de que un hombre
por inconsciencia pueda facilmente aplicarse una dosis insuficiente de alguin
antimicrobiano y, al exponer a los microbios a una cantidad no letal del
medicamento, los haga resistentes” (Ventola, 2015).

Lamentablemente, el ser humano no concientizé esta alerta y muy
pronto aparecieron los primeros aislamientos resistentes como parte de la
evolucion natural, entre ellos, los hongos en su adaptacion al medio ambiente
(Ventola, 2015). La resistencia a los antimicrobianos se produce cuando los
microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) sufren cambios al verse
expuestos a los antimicrobianos (antibidticos, antifungicos, antiviricos,

antipalidicos o antihelminticos, por ejemplo). La resistencia antifungica



continla creciendo y evolucionando a pesar de la aparicion de nuevos
farmacos, haciendo mas complicado el manejo de los pacientes con infeccion
fungica invasora (Quifiones, 2017).

Es por ello, que los aceites esenciales podrian ser una alternativa de
solucion y reemplazos antimicrobianos y/o antifiUngicos toxicos que causan
efectos degenerativos en los seres humanos por su alto poder residual
prolongado. Parte de los aceites esenciales son una fuente de investigacion
en el control de microorganismos (Marcano y Hasegawa, 2002).

La resistencia a los antifungicos hasta hace unos afios atras, tenia
menos impacto clinico y epidemiolégico que en bacterias. Recientemente, la
OPS/OMS emiti6 una alerta en la regién de Latinoamérica relacionada con
Candida auris, identificado como patégeno humano desde 2009 en Japon y ha
sido causa de brotes, afectando a Venezuela y Colombia. Se ha relacionado
en pacientes con estancia prolongada en las unidades de cuidados intensivos
neonatales y de adultos. Su aislamiento estuvo circunscrito a muestras de
sangre, orina y lavado bronqueoalveolar. La resistencia al fluconazol,
voriconazol y anfotericina B fue evidente en este patdégeno (Quifiones, 2017).

Con referencia a lo anterior, dicha investigacion se basé en la
caracterizacion quimica y evaluacién de la actividad antifangica del aceite
esencial de la especie en estudio, lo que nos genera la siguiente interrogante:
¢,Los componentes quimicos presentes en el aceite esencial de Ruilopezia
marcescens (S.F. Blake) Cuatrec, tendran el efecto antifingico eficaz contra

las cepas Candida albicans y Candida krusei?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

Por lo general, los aceites esenciales han sido utilizados desde la
antigiedad por el hombre con fines medicinales y aunque su uso se perdiera
por la aparicion de productos quimicos estos han vuelto a recobrar
importancia, ya que, tienen una ventaja frente a los otros y es que
generalmente no tienen efectos adversos sobre la salud del hombre; es por
esto por lo que actualmente en muchas partes del mundo investigadores estan
estudiando las propiedades bioldgicas de los aceites esenciales y ya se ha
descrito que poseen actividad antimicrobiana, antiviral, anticancerigeno,
antioxidante, actividades antiinflamatorias y anti protozoarias entre otras
(Bakkali, Averbeck, Averbeck y Idaomar, 2008).

Especificamente, en esta revision se abordara el tema de la utilidad
de los aceites esenciales con actividad antifingica, ya que, son una nueva
esperanza para combatir microorganismos que han desarrollado resistencia a

los antimicéticos usados comUnmente.



Objetivos de la Investigacion.

Objetivo General

Confirmar la relacion entre la composicion quimica y la actividad
antifangica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F.

Blake), Cuatrec.

Objetivos Especificos

. Obtener el aceite esencial de las hojas de Ruilopezia marcescens
(S.F. Blake), Cuatrec., por el método de hidrodestilacion utilizando la trampa

de Clevenger.

. Identificar los componentes volatiles del aceite esencial de las
hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec., mediante la técnica de
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM) y

realizar el célculo de los indices de Kovéats de los compuestos identificados.

. Evaluar la actividad antifangica del aceite esencial de las hojas
de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec., mediante el método de

difusion en disco.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del
conocimiento sobre el fendmeno de estudio. Establece la vision que posee el
investigador para lograr los objetivos. Del alcance depende la estrategia de
investigacion, asi, el disefio, los procedimientos y otros componentes del
proceso seran distintos en estudios con alcances exploratorio, descriptivo,
correlacional, o explicativo (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

El alcance de esta investigacion estara determinado por los aportes
que ofrecera en cuanto a la identificacibn de los componentes quimicos
presentes en el aceite esencial y su actividad antifangica a través de un
meétodo de bajo costo y alta eficiencia. Donde se basard en aspectos tales
como: Ambientales, siendo un antifiingico elaborado a partir de una especie
vegetal, su impacto en el ecosistema no traeria consecuencias destructoras,
ya que, no es un producto sintético. De salud, siendo un producto de origen
organico, sin compuestos inestables en el ambiente, su impacto seria positivo
en cuanto a la salud del ser humano, ya que los antifingicos de origen sintético
o téxicos entran en contacto con el hombre y los animales a través de todas
las vias de exposicion posibles tales como respiratoria, digestiva y dérmica, y
estos pueden tener un efecto negativo sobre la salud, cuando el grado de
exposicion supere los niveles considerados seguros. En lo econémico, puesto
que las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec., es una especie
vegetal reconocida por el potencial de sus hojas, para su uso medicinal de las
vias respiratorias y afecciones reumaticas (Aparicio, 2001; Heywood, 1977).
En cuanto a su actividad biologica, tiende a pasar desapercibida y esta puede
ser aprovechada para la elaboracion de un antifungico, haciendo factibles su

oferta y demanda comparados con los antimicoticos de formula sintética. Y en



lo social, ya que, mejoraria el bienestar de las personas, en especial las que
se encuentras localizadas en zonas humedas, frias, calidas y que estan

expuestas a los factores micoticos.

Limitaciones de la Investigacion

Al iniciar cualquier tipo de investigacion se presentan algunas
limitaciones que obstaculizan el progreso 6ptimo de la misma, la disponibilidad
de trabajos previos, teorias especificas sobre el problema de investigacion,
recursos econdmicos, entre otros (Hurtado, 2010). En esta investigacion
consideramos las siguientes limitaciones: escasa informacion sobre la
actividad antifangica de la especie vegetal Ruilopezia marcescens (S.F. Blake)
Cuatrec., costos elevados de materiales y reactivos para la elaboracion de la
parte experimental. Asi mismo las fallas constantes de la electricidad y del
agua en el laboratorio, internet, transporte, asi como la dificultad para la
recoleccion del material vegetal. Equipos dafiados que limitan para alcanzar el

objetivo de esta investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Fiallos y Moncayo, (2022). Realizaron un trabajo de investigacion
titulada: Caracterizacion fitoquimica y actividad antimicrobiana del aceite
esencial de la planta Chuquiragua (Chuquiraga jussieui J.F. GME). Se
enfocaron en la basqueda de sustancias bioactivas principalmente derivadas
de plantas como una alternativa viable en las Ultimas décadas. Dicha
investigacion tuvo como objetivo conocer el rendimiento, la composicion
fitoquimica y la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de especie
la Chuquiraga jussieui. Para este propdésito, los aceites esenciales se
obtuvieron por hidrodestilacion utilizando un aparato tipo Clevenger. Por lo que
obtuvieron un 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
Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) encontrandose 73
componentes, los mayoritarios fueron: espatulenol (3,8%), a-terpineol (3,0%),
linalol (2,8%), y 6xido de cariofileno (1,7%). La evaluacién de la actividad
antimicrobiana se realizé adaptando el método de difusibn en medio sélido
estableciendo la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Microbiana (CMM). Para ello, utilizaron concentraciones del aceite
esencial de 1,0 mg/mL a 24,0 mg/mL, pero el mas significativo fue la
concentracion de 24,0 mg/mL, los cuales arrojo los siguientes resultados, para
las cepas de Escherichia coli, Salmonella entérica, Pseudomona aeruginosa

se obtuvieron halos de 27,2 mm siendo el aceite esencial activo frente a estos
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microorganismo y halos de 24,2 mm que demuestra sensibilidad frente a
Staphylococcus aureus y Candida albicans (CMI > 30 uyL/mL y CMM > 2400).

Ciccio y Chaverri, (2022). Realizaron una investigacion titulada,
Composicion quimica de los aceites esenciales de Dabhlia imperialis
(Asteraceae) de crecimiento silvestre en Costa Rica. El objetivo de este trabajo
de investigacion fue determinar la composicion quimica de los aceites
esenciales de hojuelas e inflorescencias de D. imperialis especie silvestre en
Costa Rica. La extraccion del aceite se efectud por hidrodestilacién con un
equipo Clevenger modificado. La Composicién Quimica del aceite se analizd
mediante las técnicas de Cromatografia Gaseoso-Liquida con Detector de
lonizacion de Llama (CG-DIL) y de Cromatografia Gaseoso-Liquida acoplada
a un Espectrometria Masas (CG-EM). Se utilizaron indices de retencion
obtenidos en una columna capilar tipo DB-5 y se compararon con los patrones
de fragmentacion de masas.

Sin embargo, se identificaron un total de 131 compuestos,
correspondientes a 96,5-99,3 % de los constituyentes totales. Con la
realizacion de este estudio se confirmé que los componentes mayoritarios del
aceite de los foliolos fueron B-pineno (35,2 %), a-felandreno (21,9 %), a-pineno
(18.0 %), p-cimeno (8,3 %), limoneno (4,3 %) y y-muuroleno (3,9 %). Y los
componentes mayoritarios del aceite de los capitulos florales fueron B-pineno
(27,7 %), a-felandreno (26,2 %), a-pineno (12,4 %), B-felandreno (6,6 %),
limoneno (5,6 %), B-ocimeno (2,9 %) y Germacreno-D (2,2 %). Este es el
primer informe acerca de la composicién quimica de aceites esenciales de D.
imperialis.

Hernandez y Moncayo, (2022). Presentaron un trabajo de investigacion
titulado: “Caracterizacion fitoquimica y actividad antimicrobiana del aceite
esencial de diente de ledn (Taraxacum officinale) frente a microorganismos
patogenos”, cuyo objetivo fue determinar la composicidn quimica del aceite

esencial de las hojas de Taraxacum officinale de la familia Asteraceae y su
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actividad antimicrobiana frente a microorganismos de las especies
Staphylococcus aureus, Eschericia coli y Candida albicans. Como resultado
del proceso de extraccion del aceite esencial, se identificaron 17 compuestos,
que representaron el 89,97 % de la masa total. El andlisis fue realizado por el
meétodo de Cromatografia de Gases acoplada a una Espectrometria de Masas
(CG/EM), de los cuales, los principales componentes quimicos del aceite
esencial del diente de ledn fueron: el germanicol (34,84 %); oleanonato de
metilo (16,21 %); Taraxasterol (11,49 %); Genistina (1,51 %); a-amirina (1,48
%); Faradiol (1,38 %), entre otros.

Con respecto a la evaluacion de la actividad antimicrobiana, utilizaron
la concentracion en un 100 % del aceite esencial de las hojas de Taraxacum
officinale, por el método de difusiébn en medio sélido, por lo tanto, se obtuvo
para la cepa Escherichia coli ATCC 25922 un halo de inhibicion de 10 mm,
siendo resistente. Para Staphylococcus aureus ATCC 25923 con un halo de
inhibicién de 32,00 mm, siendo sensible al aceite esencial de la especie. Y
Céandida albicans ATCC 90028 presenté un halo de inhibicion 18,58 mm
teniendo sensibilidad intermedia. Todos los resultados se compararon con
datos preparados a partir del patron de halo de inhibicion estandar para
Candida albicans en el manual de procedimientos antimicrobianos donde
especifica que, resistente: < 14 mm; intermedia: 15-18 mm y sensible: > 19
mm y para las bacterias Staphylococcus aureus y Eschericia coli: resistente
<15 mm, intermedia: 16-20 mm y sensible: > 21 mm.

Araujo, Vimos, Cruz, Falconi, Rojas y Gonzélez, (2020). Realizaron una
investigacion titulada, Componentes quimicos y actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Lasiocephalus ovatus (Asteraceae) que crece en Ecuador.
El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar la composicidén quimica
y el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Lasiocephalus ovatus Schlitdl.
(Asteraceae) colectada en la provincia de Chimborazo, Ecuador. Las hojas de

L. ovatus fueron sometidas a hidrodestilacién para obtener el aceite esencial,
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el cual, fue analizado mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas. La actividad fue evaluada frente a cinco bacterias y
una levadura usando la técnica de microdilucion en caldo en microplacas de
96 pozos. En cuanto a los resultados obtuvieron que el rendimiento del aceite
fue de 0,05 % e identificaron 27 compuestos representando 95,45 % de la
composiciéon total con un elevado contenido de monoterpenos oxigenados
(52,17 %).

Por lo tanto, los compuestos mayoritarios fueron monoterpenos
oxigenados representado por el alcanfor (40,48 %) y monoterpenos
hidrocarburos tales como el 1,2,5,5-tetrametil-1,3-ciclopentadieno (11,90 %),
seguido por p-menta-1,5-dien-8-ol (5,23 %) y 1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno
(4,69 %). Las bacterias méas sensibles a la acciébn del aceite fueron
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 con
concentraciones minimas inhibitorias de 200-400 pg/mL y bactericidas de 800
pug/mL. La inhibicion antimicrobiana frente a las bacterias Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 y la levadura Candida albicans ATCC 10231 fue
baja, con un rango de concentracién minima inhibitoria de 800 a 6400 ug/ mL.
Este reporte representa un primer analisis de la actividad antimicrobiana del
aceite de L. ovatus, por lo tanto, una contribucién importante al estudio del
género Lasiocephalus.

En el 2020, Mattos y Collantes realizaron un proyecto de investigacion
llamado: “Variacion estacional de la composicion quimica del aceite esencial
de las hojas de Ophryosporus peruvianus”, esta planta pertenece a la familia
Asteraceae, el cual, fue obtenido por hidrodestilacion y analizado por
Cromatografia Gases acoplado a Espectrometro de Masas. Fueron
identificados 89 componentes del aceite esencial entre monoterpenos,
sesquiterpénicos, diterpenos, entre otros. De los cuales, los componentes

mayoritarios fueron los hidrocarburos B-cariofileno (12,45-15,53 %), (2)-6-
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farneseno (13,61-17,36 %) y B-sesquifelandreno (9,73-16,25 %) que
estuvieron presentes en todas las muestras de los 5 meses de colecta desde
diciembre hasta abril.

En el mes de diciembre fue la primera colecta donde el (-
sesquifelandreno es el componente mayoritario (16,25 %), el segundo y tercer
mes de colecta correspondiente a enero y febrero: se observo (Z)-B-farneseno
como el mayoritario (17,36 %). Por Gltimo, en marzo y abril de colecta fue el -
cariofileno (15,53 %) el de mayor porcentaje. El Germacreno D no estuvo
presente en el mes de enero, pero en los otros meses si estuvo presente y
represento el 4,4 % en menor proporcién. El y-curcumeno y a-vetivono, estan
presentes todos los meses de colecta y en menor cantidad (1,49 % y 1,54 %,
respectivamente).

Aparicio, tRojas, Velasco, Usubillaga, Sosa y Rojas. En el 2019,
realizaron una investigacion titulada: “Caracterizacién quimica y actividad
antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Libanothamnus neriifolius
(Asteraceae)” El aceite esencial de las hojas frescas de L. neriifolius (B. ex H)
Ernst., fue obtenido por el método de hidrodestilacién utilizando la trampa de
Clevenger, obteniendo 1,8 mL (rendimiento 0,87 %). El aceite esencial se
caracteriz6 por el método de Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas (CG-EM), identificando como compuestos
principales B-felandreno (29,04 %), a-felandreno (19,86 %), a-pineno (13,57
%) y a-tujeno (12,35 %). La actividad antimicrobiana se determiné por el
método de difusion en agar con discos, frente a bacterias y levaduras de
referencia internacional (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357, Pseudomonas aureginosa ATCC 27853, Candida albicans
CDC-B385 y Candida krusei ATCC 6258). Como resultado, se obtuvo que el
aceite esencial inhibi6 el desarrollo de S. aureus con un halo de inhibicion de
10 mm y un valor de CIM de 50 pyL/mL; para Candida albicans 8 mm y CIM de
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700 yL/mL y Candida krusei obtuvo un halo de inhibicion de 10 mm de 500
ML/mL  respectivamente. Este es el primer reporte sobre actividad

antimicrobiana para L. neriifolius.

Antecedentes Histéricos o Epistemologicos

Historia de Productos Naturales

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran
parte lo ha encontrado en la naturaleza, en muchos casos. El estudio cientifico
y el uso adecuado de las sustancias de origen natural con fines terapéuticos
ha sido sin duda tan antiguo como la astronomia, la quimica y la medicina. En
los dltimos afios, se ha utilizado los productos naturales, como plantas,
insectos, organismos marinos Yy terrestres, se han identificado una serie de
moléculas con actividad contra diferentes géneros y especies de hongos de
importancia clinica para los humanos, convirtiéndose en la alternativa para el
desarrollo y la formulacion de nuevos farmacos antimicoticos con menores
efectos secundarios, mayor espectro de acciébn y menor costo que los
disponibles actualmente para el tratamiento de las infecciones por hongos
(Cortez, Macedo y Hernandez, 2004).

Origen de la Medicina Natural

El ser humano desde su origen tuvo que aprender a cazar, vestirse y
curarse para buscar la consecucion de su bienestar desde una perspectiva
“espiritual o cientifica”. Esta tendencia en el ser humano, esta presente en todo
momento y donde ha existido alguna sociedad, por primitiva que ésta parezca.

Estas sociedades practicaban de manera empirica y a base de pruebay error
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muchas de las disciplinas cientificas actuales. Fueron “arquitectos” al construir
chozas, “fisicos” al dominar el fuego y “médicos” al curar los diversos males
que les aguejaban. Este ultimo aspecto llevo al desarrollo de la medicina actual
(Cortez y cols., 2004).

Probablemente, algunos de nuestros antepasados al sentirse enfermo
imitaron esa conducta del animal y sano en el mejor de los casos, por medio
del ensayo y error, ademas de su condicion de nomada recolector fue
seleccionando vegetales 0 animales que tenian la propiedad de sanar o mitigar
el dolor, pero también de sustancias toxicas que le podian producir
alucinaciones o incluso la muerte. Estas ultimas sustancias derivadas de
plantas o animales ponzofiosos les fueron sin duda también Utiles para la caza
de animales o en sus conflictos tribales (Cortez y cols., 2004).

Los ideogramas sumerios, datados aproximadamente 2500 afios a.C.,
mencionan ya varias “‘medicinas” de origen vegetal. Los formularios
terapéuticos mesopotamicos son conocidos en la actualidad gracias a las
tablillas en escritura cuneiforme con listas de drogas cuidadosamente
redactadas en tiempos de los sumerios. Estos formularios reunian
aproximadamente unas 250 plantas, 120 substancias minerales y 180
remedios de origen animal (algunos de ellos todavia sin identificar) que
poseian propiedades medicinales. Quizas uno de los primeros documentos
detallados es el Cédice de Hammurabi, rey de Babilonia (1730 — 1685 a.C.),
el cual contiene numerosas referencias sobre el uso de plantas curativas que
hasta nuestros dias siguen siendo utilizadas (Lezaeta, 2010).

La medicina babilonica empleaba sustancias principalmente de origen
vegetal. Muestra de ello son los jardines construidos en el reinado de
Mardukapalidine Il (772-710 a.C.), donde se cultivaban alrededor de 64
especies de plantas con propiedades medicinales, entre las que destacan

algunas que siguen siendo Utiles hasta nuestros dias como el belefio, el
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eléboro, la mandragora, el cafiamo y la adormidera, entre otras (Cortez y cols.,
2004).

La cultura china tuvo un gran auge en el estudio de las plantas, animales
y minerales con fines terapéuticos. Esos conocimientos fueron plasmados en
compendios de los cuales el mas importante es el llamado Pen tsao kang mou,
escrito en el afio 2697 a.C durante el reinado del emperador Shen Nung. En
él se describen aproximadamente 8160 formulaciones medicinales, algunas
de ellas son estudiadas en nuestros dias mientras que otras no pudieron evadir
el matiz magico y carecen de un sustento cientifico. A pesar de esto, los chinos
con su gran capacidad de observacion aportaron diversos conocimientos
enfocados a curar sus enfermedades. Su medicina tradicional era muy variada,
lo que se puede apreciar nuestros dias. El uso de las hierbas y del té medicinal
chino sigue vigente, asi como diversas técnicas curativas como la acupuntura,
utilizada como tratamiento para diferentes dolencias, controlar el estrés y la
obesidad. También aportaron a la medicina el alcanfor, la efedrina, el ginseng
y el latex de opio. Este Uultimo se us6 como remedio para la disenteria y en la
medicina moderna se utiliza como calmante, somnifero y analgésico, junto con
otros alcaloides como la morfina y la papaverina (Cortez y cols., 2004).

Por otro lado, la medicina hinda se basé principalmente en el uso de las
plantas. Los hindUes tenian un gran progreso en cuanto a cirugia se refiere,
por ello muchas de las plantas que utilizaron poseian propiedades anestésicas
0 narcéticas, como la marihuana (Cannabis sativa). Ademas, desarrollaron
antidotos contra la mordedura de serpientes venenosas y fueron de los
primeros en utilizar presentaciones farmacéuticas como ungientos,
infusiones, maceraciones y electuarios (medicamentos con la consistencia de
la miel). Se sabe que las plantas tropicales son las que poseen una mayor
cantidad de principios activos. Una caracteristica importante es que los
hindles manejaban un sistema de recoleccion que, aunque poseia un caracter

mayormente ceremonial también tenia datos que se justifican cientificamente;
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por ejemplo, algunas plantas debian recolectarse frescas por la mafiana o por
la noche, esto se explica debido a que hay plantas que poseen una mayor
concentracion de principios activos a determinadas horas del dia. Asimismo,
las colectas no debian realizarse en lugares cercanos a un cementerio o a
aguas contaminadas, debido a que podrian originar otras enfermedades por la
proliferacion de bacterias u otros microorganismos patdgenos que no se
eliminaban al ser preparadas (Cortez y cols., 2004).

Los arabes, por su lado, fundaron su propia escuela donde estudiaban
botanica y quimica, surgiendo entonces la alquimia gracias a las técnicas
avanzadas de laboratorio que ellos mismos establecieron. Los arabes fueron
de los primeros en legislar la profesién farmacéutica, de donde derivaron
Farmacognosia: historia y su relacion con las ciencias médicas. Sus
formulaciones médicas que incluian, entre otras, bebidas fermentadas,
jarabes, extractos en alcohol y agua destilada. Lo anterior impulso, en parte,
el desarrollo de la farmacognosia al establecer métodos y técnicas quimicas
de laboratorio que ayudaron a estudiar las propiedades medicinales de las
plantas y animales desde una perspectiva estructurada que posteriormente se
convirtié en cientifica (Cower, y Helfand, 1990; Lezaeta, 2010).

En cambio, los egipcios fueron de los primeros en dedicarse a estudiar
las diversas enfermedades que los aquejaban, por qué sanaban y por qué
morian. Los egipcios clasificaron a aquellas plantas y animales que tenian el
poder de curar, enfermar o matar. El uso de plantas, tejidos animales y
minerales mezclados en cantidades rigurosas y complejas fueron la base de
sus farmacopeas; aunque muchas de esas recetas se centraban mas en el
plano magico. Parte de esos conocimientos quedaron plasmados en grandes
compendios que en la actualidad conocemos como papiros. Estos escritos, en
la mayoria de los casos, llevan el nombre de sus descubridores, del lugar de
su descubrimiento o de los museos en los que se encuentran depositados. Hoy

en dia los papiros constituyen uno de los principales legados de los egipcios y
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su interpretacion es fuente importante de conocimiento sobre su cultura. Son
diez papiros encontrados y descifrados en los que se habla de la elaboracién
de recetas médicas y formulas magicas, otros se refieren a temas especificos
como la obstetricia y la ginecologia; en tanto que otros describen los
conocimientos angiologicos (Cower, y Helfand, 1990; Lezaeta, 2010).

En América, la herbolaria indigena precolombina jugé un papel
importante en el campo de la medicina debido a que el uso de las plantas
medicinales y otros productos de origen natural tenia ya una historia de por lo
menos 3500 afios. Aunque estudios recientes de la paleobotanica han
comprobado la existencia de una historia de mas de 4000 afios de antigiiedad
detectada en algunos vestigios de tejidos vegetales y polen petrificado
encontrados en las excavaciones en zonas arqueolégicas de América que
sugieren el uso de especies vegetales que aun en la actualidad son
perfectamente conocidas y utilizadas en la medicina tradicional (Cortez y cols.,
2004).

Historia del descubrimiento del género Ruilopezia

En la actualidad se estdn descubriendo nuevas especies y la
clasificacion de algunos géneros aun no es concluyente. ElI Dr. José
Cuatrecasas (1903-1996), destacado botanico espafiol, dedicé casi 60 afios al
estudio de este grupo y publicé siete géneros en 1976: Carramboa Cuatrec.,
Coespeletia Cuatrec., Espeletia Mutis ex Humb. & Bonpl., Espeletiopsis
Cuatrec., Libanothamnus Ernst, Ruilopezia Cuatrec. Y Tamania Cuatrec.
(Cuatrecasas 1976). El octavo género, Paramiflos Cuatrec., se afiadi6 casi 20
afos después (Cuatrecasas 1995).

Para el género Ruilopezia, su nombre proviene de la colaboracion del
duo Ruiz Teran y Lépez Figueiras, compaferos de investigacion del Dr. José

Cuatrecasas. Ese género posee varias especies en las que destacan, la
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Ruilopezia atropurpurea (A.C.Sm.) Cuatrec. (anteriormente Espeletia
atropurpurea) y la Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec el cual, es el
objeto de estudio en esta investigacion. La abreviatura «S.F. Blake» se emplea
para indicar a Sidney Fay Blake como autoridad en la descripcion y

clasificacion cientifica de las plantas.

Bases Tedricas

Familia Asteraceas

La familia Asteraceae (Compositae), se encuentra dentro del orden
Asterales, es un grupo cosmopolita, del que se reportan 1314-1500 géneros y
20000-23000 especies. Las especies presentan adaptaciones a diversos
ambientes, incluyendo los paramos. En Venezuela, Asteraceae es la tercera
familia de Angiospermas mas diversa, después de Orchidaceae y Fabaceae.
(Badillo, 2001).

Adicionalmente se ha introducido 30 especies mas, por lo cual, la
mayoria de las especies se concentran en los paramos y subparamos, donde
no sélo son abundantes, sino que presentan un alto endemismo tanto a nivel
de géneros como de especies. Son en su mayoria hierbas anuales o vivaces,
aungque también podemos encontrar arbustos y arboles. Por su estructura
florar y por su composicion quimica, se considera la familia mas evolucionada

de todas las dicotiledoneas (Aristeguieta, 1964).

Distribucion y caracteristicas de la Familia Asteraceae

De todas las especies angiospermas (plantas con flores), la familia de
las Asteraceae (anteriormente llamadas Compositae) es la mas grande, son

plantas vascuales y ha sido objeto de numerosos estudios. Esta familia esta
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repartida por toda la tierra desde las regiones polares hasta los trépicos, su
distribucion es cosmopolita excepto en la regién Antartica. En Venezuela se
conocen cerca de 760 géneros y 210 especies (Badillo, 1997).

Las caracteristicas botanicas de esta familia son las siguientes: Las hojas
son simples o compuestas y se disponen en el tallo de forma generalmente
alterna o en roseta, aunque hay representantes con las hojas opuestas. Como
mecanismo de defensa a los herbivoros, algunas especies desarrollan espinas
en el tallo, hojas o bracteas del involucro plantas herbdceas anuales o
perennes, mas raramente arbustos o arboles. Se caracterizan por presentar
las flores agrupadas en capitulos, inflorescencia que funcionalmente se
comporta como una flor. Hojas sin estipulas, generalmente alternas, en
ocasiones en roseta basal; pueden presentar espinas, ver figura 1 (Badillo,
1997).

e Las especies son generalmente plantas herbaceas, arbustos o menos
frecuentemente arboles.

e Las inflorescencias son en capitulos que consiste en una estructura
ensanchada (receptaculo) donde se sitian desde una a cientos de flores,
rodeada por las bracteas del involucro. El receptaculo puede ser plano,
coéncavo 0 convexo y tener escamas o pelos entre las flores. Es la
caracteristica principal de estas plantas.

e Las flores son pentdmeras. La formula floral es 5-5-5-2, lo que quiere
decir 5 sépalos que forman el céliz, 5 pétalos que forman la corola, 5
estambres y 2 carpelos. Pueden ser hermafroditas (tanto flores tubulosas
como liguladas), unisexuales (algunas flores liguladas son femeninas y
otras tubulosas son funcionalmente masculinas), o incluso estériles
(flores tubulosas como flores liguladas), coexistiendo con flores fértiles.

e Los estambres aparecen en numero cinco, con filamentos generalmente

libres y anteras alargadas y soldadas formando un tubo.
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La corola esta soldada, sea en forma de tubo (flores tubuladas) o en
forma de lengueta dirigidas al exterior (flores linguales). La corola se
compone de 5 pétalos soldados y puede ser de dos tipos: tubulosa con
cinco lobulos (actinomorfa) o ligulada, formando una Unica estructura
aplanada y alargada con tres o cinco I6bulos (cigomorfa).

Caliz ausente o transformado en un vilano de pelos, setas, escamas o
corona.

Las anteras estan soldadas y forman un tubo alrededor del estilo.

El pistilo comprende un estilo terminal con dos estigmas y un ovario infero
onilocular y oniovulado.

El fruto se denomina aquenio es un fruto seco, acompafnado del vilano
que son pelos vilano permite la dispersion del aquenio, bien a través de
las corrientes de aire, bien porque se engancha en el pelaje o superficie
de los animales. Ciertas especies poseen canales y pelos secretores,

otras especies tienen canales lactiferos (Badillo, 1997)

flores flosculosas

flor ligulada " | -
- : '\ 1) ‘\,f pf- :

bracteas — , ' —— escamas

del involucro ///

\ receptaculo

- peddnculo

Figura 1: Caracteristicas botanicas de la Familia Asteraceas (lzco,
2004).
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Clasificacion taxondmica de la Familia Asteraceae

Fue a principios del siglo XIX cuando la familia Asteraceae se clasifico
botdnicamente por primera vez por Henri Cassini, un botanico francés,
describié la mayoria de las tribus reconocidas, asi como numerosos géneros.
El primer ensayo sobre Asteraceae fue escrito por Lessing y publicado en
1832. Mas tarde, un botanico diferente llamado Candolle cre6 su propia
clasificacion en 1836. Luego, en 1873, Bentham desarroll6 una clasificacion
gue era muy similar a la de Cassini, que Hoffman adopt6é en 1890 luego de
hacer algunos cambios. Durante los siguientes 100 afios la clasificacion de
Hoffman de las Asteraceae se considero correcta y dividio a la familia en trece
tribus y dos subfamilias: Tubuliflorae y Linguliflorae (Heywood, 1977).

La clasificacién ha sufrido otro cambio en los ultimos 20 afios, luego de
una extensa investigacion realizada por Cronquist (1955) y Jeffrey (1978) la
descripcion actual es la siguiente, pertenece al Reino: Plantae; Subreino:
Tracheophyta; Divisién: Angiospermae; Clase: Eudicotyledoneae; Orden:
Asterales; incluyen tres subfamilias, Asterideae, Cichorioideae vy
Barnadesioideae, y 17 tribus (Panero y Funk, 2002).

De los cuales, solo trece tribus han sido reconocidas en Venezuela
(Badillo, 2001). La familia Asteraceae comprende la tribu Heliantheae, es la
tribu mas primitiva y diversificada. Dentro de ellas, se subclasifican por el
namero de subtribus. En Venezuela la subtribu Espeletinae es la mas
representativa de la flora de los paramos andinos. Dichas especies poseen
respuestas a cambios ambientales, algunas modificaciones morfologicas
pueden explicarse por mutacion, aislamiento y adaptacion ecoldgica, asi como

a las variaciones del habitat (Panero y Funk, 2002).
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Importancia de la familia Asteraceae

Esta familia es notable en la agricultura (para el consumo humano y
animal, como malezas, por sus propiedades toxicas e insecticida), en
jardineria (uso ornamental), en apicultura (donadoras de néctar y polen), en la
industria alimentaria (aceites comestibles, especias), en la industria
farmacéutica y cosmeética (metabolitos secundarios con actividad biolégica y
aceites esenciales) y en la industria de madera para su recoleccion en lefia y
celulosa (Del Vitto y Petenatti, 2009).

La familia contiene un numero importante de plantas de gran
importancia a nivel econdmico estas plantas sirven de reserva de alimentos,
como medicamento o materia prima para usos diversos (Heywood, 1977). Las
Asteraceae estan bien representadas en el mundo de las plantas medicinales

(Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicano, 2021).

Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados en la familia

Asteraceae

Las Asteraceas contienen algunos compuestos simples en los aceites
esenciales, tales como, compuestos aromaticos terpenoides, monoterpenos
sesquiterpenos y diterpenos. Sin embargo, en la familia Asteraceae no esta
presente iridoides (Heywood, 1977; Bruneton, 2011).

Terpenos: representan los metabolitos secundarios de las plantas,
responsables del olor del vegetal. Son compuestos organicos aromaticos y
volatiles que estan constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo
de 5 atomos de carbono, llamado isopreno. La diversidad de los metabolitos
terpénicos naturales son las siguientes: monoterpenos, sesquiterpenos,

diterpenos; triterpenos presentes en aceites esenciales. Las sustancias
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responsables del olor suelen poseer en su estructura quimica grupos
funcionales caracteristicos: aldehidos, cetonas, ésteres, etc (Bruneton, 2011).
e Los monoterpenos: son compuestos pequefios y muy volatiles,

estan biosintetizados por la union de dos moléculas de isopreno, unidas en
estructuras de 10 carbonos. Se encuentran en los aceites esenciales de una
gran variedad de plantas, a las que dan su olor y sabor caracteristicos: D-
limoneno (1), cis-B-terpineol (2), mentol (3), geraniol (4), a -pineno (5), G-

pineno (6), entre otros. Ver figura 2 (Evans, 1991; Bruneton, 2011).

CHj HO_ ~

OH

HsC " CH;

D-limoneno (1) Mentol (3)

OH

Geraniol (4) a-pineno (5) B-pineno (6)

Figura 2. Estructuras de algunos monoterpenos presentes en la familia

Asteraceae. Tomado y modificado (Bruneton, 2011).

e Los sesquiterpenos: son los siguientes en orden creciente y
estdn formados por la union de tres moléculas de isopreno unidas en

estructuras de 15 carbonos. Se distribuye mayormente en plantas superiores,
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mayormente en la familia Asteraceae. Hongos (Basidiomycetes), algas y
organismos marinos. Gran numero son constituyentes habituales de los
aceites esenciales de vegetales superiores. Esta representado por: Isoledeno
(7), nerolidol (8), Germacreno D (9), B-sesquifelandreno (10), entre otros. Ver
figura 3 (Evans, 1991; Bruneton, 2011).

A
OH
%
|
Nerolidol (8)

Isoledeno (7)

ool

Germacreno D (9
© Sesquifelandreno (10)

Figura 3. Estructuras de algunos sesquiterpenos presentes en la

familia Asteraceae. Tomado y modificado de (Bruneton, 2011).

e Diterpenos: son caracteristico por tener en su estructura cuatro
isoprenos, constituidos por 20 carbonos. Dentro de este grupo de
compuesto se encuentra el kaureno (11) y fitol (12) Ver figura 4, este
ultimo es un alcohol diterpénico aciclico que forma parte de la clorofila
y es precursor de la vitamina A. Las vitaminas A, E y K también son

diterpenos (Evans, 1991).
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Fitol (12)
Kaureno (11)

Figura 4. Estructuras quimicas de algunos diterpeno. Tomado y
modificado de (Bruneton, 2011).

Usos etnobotanicos de la familia Asteraceae

Los usos etnobotanicos son todas aquellas aplicaciones que los seres
humanos le brindan a las plantas para satisfacer sus necesidades. Las plantas
de la familia Asterdcea son usadas como fuente de alimento, medicina,
colorante, ornamento, forraje, en control biolégico, como fuente de caucho,
madera y lefla. Especialmente, utilizadas en el area alimenticia como la
lechuga, alcachofa y el cardo. En aceites comestibles como el girasol. En la
parte ornamental se utilizan las margaritas, dalia, caléndula y crisantemo.
Algunas plantas de la familia Asteraceae son arvenses, como la Conyza

sonchus y Caléndula arvensis (Funk, Sussana, Stuess y Bayer, 2009).

Actividades farmacoldgicas y/o bioldgicas de la familia

Asteraceae

Usos medicinales: Estudios han mostrado el valioso uso terapéutico
de muchas asteraceas. Algunas originan medicamentos industriales como la
equinacea y la manzanilla. La Caléndula posee cerca de 97 aplicaciones
medicinales; para el acné, contusiones, dermatosis, eccemas, dismenorrea,

escaldaduras y otras. Por otro lado, la manzanilla tiene alrededor de 88
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aplicaciones medicinales; para las afecciones digestivas, alergias, asma,
catarro, cistitis, dermatosis y nauseas (Stevens, 2012).

Cosmética: los aceites esenciales se aplican en la cosmética y algunas
de las plantas de la familia asterdceas son materia prima para su elaboracion,
por ejemplo, la caléndula, el diente de ledn, la manzanilla (Evans, 1991).

Antioxidantes: debido a que muchas plantas de la familia Asteraceae
contiene flavonoides. La accion antioxidante de los flavonoides depende
principalmente de su capacidad de reducir radicales libres y quelar metales,
impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales libres (Evans, 1991).

Edulcorantes: Stevia rebaudiana (Bertoni) es una planta originaria de
Paraguay y actualmente cultivada en cierta escala para la obtencion de un
glicésido diterpénico, el estevidsido, una sustancia 300 veces mas dulce que
la sacarosa y so6lo 20 % menos dulce que la sacarina (Wagner, 1977) y su
empleo se ha ido incrementando, sobre todo por la toxicidad de algunos
edulcorantes artificiales, integrandoselo a alimentos funcionales (Madrigal y
Sangronis, 2007).

Hortalizas: La especie mas consumida es la lechuga, aunque otras de
poco consumo son la escarola, la endivia y la achicoria. Otras especies tienen
potencial como hortaliza de hoja, pero, por sus principios amargos, inducen a
una baja palatabilidad; por ejemplo, el diente de ledn, la lechuguilla, la lechuga
de cabro y la Pacourina edulis (Stevens, 2012).

Con Principios Amargos: Las sustancias amargas en Asteraceae se
han utilizado como estimulantes del apetito y como digestivos. Se han
empleado la gavilana, Artemisia absinthium L. (ajenjo) y Centaurea benedicta
L., han alcanzado importancia por este motivo en farmacia e industria
alimentaria. El ajenjo, debe su sabor a lactonas sesquiterpénicas, por lo cual
es empleado para elaborar bases de licores aperitivos como “vermouth”; en
cuanto a Centaurea benedicta anteriormente denominada Cnicus benedictus,

contiene una lactona sesquiterpénica de tipo Germacreno esterificada llamada
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cnicina, ésta le confiere un sabor amargo menos intenso; ambas especies son
usadas en la industria farmacéutica como estimulantes del apetito (aperitivos)

y digestivos (Wagner, 1977).

Género Ruilopezia

Aspectos botanicos y distribucién geografica del Género Ruilopezia

Este género posee las siguientes caracteristicas que las distinguen de
los demas géneros, tales como: Disposicion foliar espiralaza, aquenios
obpiramidales o prismaticos (trigono o tetragono), lisos (no estriados), con
subepidermis carbonosa, glabros y sin vilano (calvos), excepto en un caso,
formado por tres escamas. NUumero cromosomico basico n = 19, flores
marginales  del capitulo femeninas, fértles 'y flores del disco
seudohermafrodita, funcionalmente masculinas, plantas basicamente lefiosas,
vegetativamente monopodiales, conductos resiniferos generalizados excepto
en el lefio, especialmente ricos en compuestos diterpenoides tetraciclicos de
estructura molecular kauranoide (Cuatrecasas, 1976).

Este género es quiza el menos conocido taxonémicamente, ya que tiene
numerosas especies recientemente descubiertas y las antiguas fueron solo
parcialmente descritas. Del género Ruilopezia se reconocen en el presente 24
especies distribuidas en los Andes de Venezuela desde el extremo suroeste,
en la vertiente oriental del paramo Tama (Cuenca del Oira), hasta el extremo
oriental de la cordillera en las sierras de Barbacoa y Nepes (Trujillo-Lara). De
las 24 especies de Ruilopezia (ver tabla 1), once ya fueron nominalmente
conocidas y publicadas anteriormente como Espeletia. Es importante decir,
que el género Ruilopezia, tiene un corto periodo de floracion y algunas dejan
de florecer durante afos, algunas de ellas producen inflorescencias
(Cuatrecasas, 1976).
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El género Ruilopezia tiene las siguientes caracteristicas: caulirosula
monocarpica simple o ligera. Posee un biotipo de caulirrosula semélpara y se
llaman también “frailejones” que es un rosetdn generalmente grande de hojas
gruesas cubiertas por espeso indumento blanco; el rosetén esta sostenido por
un largo tronco, a modo de una palmita; algunas veces el tronco es corto y el
roseton seésil o subsésil. Los tallos estan densamente cubiertos de hojas
marchitas, ver figura 5. Hojas coriaceas, flexibles o rigidas, densamente
humedecidas. En todo caso, los frailejones constituyen un elemento
fisiondmico tipico del paisaje de las regiones que habitan, que son los
paramos, las partes mas altas y despejadas de Los Andes septentrionales,
zona en que dan lugar a extensas formaciones gregarias llamadas frailejones
(Cuatrecasas, 1996).
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Figura 5. Morfologia general del género Ruilopezia. A) Caulirrosulas
monocarpica de Ruilopezia figueirasii en estado vegetativo 2 metros de alto.
B) misma especie en estado frutifero, ejemplar de 3 metros de altura.

Tomado y modificado de (Cuatrecasas, 1987).
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Tabla 1. Clasificacion y Distribucién geogréafica del género Ruilopezia

entre Colombia, Ecuador y Venezuela.

Especies Colombia | Ecuador | Venezuela

Ruilopezia atropurpurea

Ruilopezia bracteosa

Ruilopezia bromelioides

Ruilopezia cardonae X

Ruilopezia coloradarum

Ruilopezia cuatrecasasii

Ruilopezia emmanuelis

Ruilopezia figueirasii

Ruilopezia floccosa

Ruilopezia grisea

Ruilopezia hanburyana

Ruilopezia jabonensis

Ruilopezia jahnii

Ruilopezia josephensis

Ruilopezia leucactina

Ruilopezia lindenii

Ruilopezia lopez-palacii

Ruilopezia marcescens

Ruilopezia margarita

Ruilopezia paltonioides

Ruilopezia ruizii

Ruilopezia usubillagae

Ruilopezia vergarae

SIS > o< >< | X ><| X [><|>|><|><|>|>|>|><|X|>x]|>|>x|>|>|>|>

Ruilopezia viridis

N
~

Total de especies:

Tomado y modificado de (Diazgranados, 2013).
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Compuestos quimicos o metabolitos secundarios aislados del

género Ruilopezia

El género Ruilopezia Cuatrec., posee en sus conductos resiniferos
(canales esquizdégenos y células) generalizados excepto en el lefio,
especialmente ricos en compuestos diterpenoides tetraciclicos de estructura
molecular kauranoide. Cuatrecasas (1987). Los diterpenos son terpenos de 20
carbonos. Se encuentran en las plantas superiores, hongos, insectos y seres
marinos, algunos tienen como estructuras base el kaurenal (13) (posee un
grupo carbonilo) Ver figura 6. Los diterpenos de dicha base, poseen
propiedades farmacolégicas y biologicas (Aparicio, Romero, Rojas, Khouri y
Usubillaga, 2001). También se encuentran monoterpenos tales como
Sabinene, p-Ocimene, mirtenol y 1,8-cineol. Ademas, de sesquiterpenos 7-
epi-a-Selinene, Germacrene-B, silfiperfol-6-eno, silfiperfol-6-en-5-ona, a-
Amorfeno (Alarcon, Pefia, Velasco, Baptista, Rojas, Aparicio y Usubillaga,

2015; Pérez, Rojas y Aparicio, 2017; Aparicio y cols., 2001).

Kaurenal (13)

Figura 6. Algunas estructuras del género Ruilopezia

Tomado y modificado de (Gonzaga, Costa y Geraldo, 2005).
Usos etnobotanicos y farmacolégicos del Género Ruilopezia
Dicho género es utilizado para estudios de investigacion, forman parte
del ecosistema del paramo. Son plantas pertenecientes a los frailejones

pueden ser aprovechados para usos medicinales, aceites esenciales, en
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infusiones, jarabes para aliviar la tos, enfermedades pulmonares, combatir el
asma, entre otros. La resina de estas plantas se utiliza para encuadernar y

también en construcciones (Naranjo, 2010).
Especie Ruilopezia marcescens
Seré objeto de estudio en esta investigacion, es una de las 24 especies
del género Ruilopezia, esta es la menos conocida taxonGmicamente, se ubica
en zonas frias y de gran altitud, en Venezuela se encuentra entre los estados
Tachira y Mérida, ver figura 7 (Cuatrecasas, 1987).

Clasificacion taxondémica de Ruilopezia marcescens

° Reino: Plantae

. Division: Magnoliophyta

. Clase: Magnoliopsida

o Orden: Asterales

o Familia: Asteraceae.

o Subfamilia: Asteroideae
o Tribu: Heliantheae.

. Subtribu: Espeletiinae.
. Género: Ruilopezia

. Especie: marcescens

Tomado y modificado de (Gonzaga, Costa y Geraldo, 2005).
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Figura 7. Clasificacion taxondmica de Ruilopezia marcescens.

Tomado y modificado de (Cuatrecasas, 1987).

La especie de estudio Ruilopezia marcescens tiene las
siguientes caracteristicas macroscopicas:
. La vaina abaxial de las hojas esta cubierta de pelos planos o
subplanos (1-2 mm), sobre las abundantes nervaduras, llanuras verdes
lisas, dispersas o densas; nervios secundarios en angulos de 70-85°.
Los ejes y ramas de la inflorescencia son de color verde velloso.
Pedicelos peludos y escasamente glandulares, placas ovadas
subyacentes u hojas ovadas y acuminadas.
. Vaina de las hojas sin florescencia corta. Capitulos de 14 a 20
mm de diametro, circulo de ligulas de 30 a 45 mm, disco de 14 a 20 mm
diametros., filarios externos 30-15 x 16-7 mm anchamente ovados
reticulados-venosos.
. Corola radios blanco 12-17 mm, tubo de 1,5-2,5 mm grueso y
conico subagudo. Corolas del disco ante palido de 6-8 mm de largo,

I6bulos escasamente peludos en el apice (Cuatrecasas, 1987).
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Metabolitos secundarios aislados de Ruilopezia marcescens

La especie Ruilopezia marcescens, posee monoterpenos
hidrocarbonados, sesquiterpenos hidrocarbonados y diterpenos, en las cuales
esta presente, el Germacreno D (9), el a-pineno (5), p-cimeno (14), a-
felandreno (15), -amorfeno (16), Trans-a-bergamoteno (17) y el Kaurenal (4)

Ver figuras 9 (Aparicio y cols., 2001).

p-cimeno (14) a-felandreno (15)
Ao

Trans-a-bergamoteno (17)

y-Amorfeno (16)
Figura 8. Algunas estructuras quimicas de la especie Ruilopezia

marcescens. Tomado y modificado (Aparicio y cols., 2018).

Actividades farmacoldgicas y/o biol6gicas de Ruilopezia

marcescens

Las hojas de la planta Ruilopezia marcescens se utilizan como emplasto
para tratar el reumatismo, inflamaciones, asi como en infusiones para
bronquitis y como sudorificos (Aparicio y cols., 2001). También posee una
importante funcion, como efecto repulsivo contra herbivoros, ademas de

ejercer actividad insecticida contra mosquitos, asi como efecto repelente
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contra garrapatas, atribuido al metabolito secundario Germacreno D (Kiran y
Devi, 2007; Bruce y cols., 2005; Birkett y cols., 2008; Bruzual y cols., 2015).

Productos Naturales

Definicién de los Productos Naturales

Los productos naturales son compuestos organicos, sustancias
derivadas del metabolismo secundario de los organismos vivos, las cuales
generalmente participan directamente en los mecanismos de defensa y
supervivencia. De ahi que también se les denomine “metabolitos secundarios”.
Estas sustancias no estan involucradas en el metabolismo “basal” o primario,
en el cual se involucran azlcares, lipidos, proteinas y glicéridos, entre otras
sustancias (Pietra, 2002).

En otras palabras, es un compuesto quimico producido por un
organismo vivo en la naturaleza, puede ser un compuesto organico, aislado
por la mano del hombre, que es originado por un proceso metabdlico primario
0 secundario. Se estima que varios cientos de miles de productos naturales y
biomoléculas han sido aislados y caracterizados a partir de plantas, hongos,
organismos marinos y liqguenes, entre otros. Sélo a partir de plantas se han
aislado y caracterizado mas de 110 mil metabolitos secundarios, y se estima
gue quedan varios millones de sustancias por descubrir, ya que sélo se ha

analizado una infima parte de las fuentes naturales disponibles (Pietra, 2002).

Clasificacién de los Productos Naturales

Los productos naturales se clasifican desacuerdo al tipo de estructura

quimica. Asi tendremos diferentes clases:
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e Clase 1: Compuestos grasos o alifaticos de cadena abierta como:
acidos grasos, azucares y gran cantidad de amino&cidos.

e Clase 2: Compuestos aliciclicos o ciclo alifaticos como: terpenoides,
esteroides y algunos alcaloides.

e Clase 3: Compuestos aromaticos o benzoicos como: fenoles, quinonas,
etc.

e Clase 4: Compuestos heterociclicos como: alcaloides, flavonoides,
bases de acidos nucleicos.

Por ejemplo, el geraniol (4), el farnesol (18) y el escaleno (19)
pertenecen a la clase de compuestos grasos o alifaticos de cadena abierta es
decir clase 1 y el timol (20) a la clase 3, pero debido a las consideraciones
biogenéticas o de biosintesis, son usualmente tratados con otros terpenoides

bajo la clase 2, ver figura 9 (Pietra, 2002).

OH

Farnesol (18) Escualeno (19)

OH

Timol (20)

Figura 9: Estructuras quimicas que pertenecen a la clase de compuestos

grasos. Tomado y modificado de (Bruzual, 2015).
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Rutas biosintéticas

Son un conjunto de reacciones de naturaleza enzimética, que contiene
un sistema enzimético, la cual, una molécula que se transforma es reconocida
por aquél como un todo. La especificad de las reacciones enziméaticas ocurre
a niveles no solo de centros quirales sino también de proquirales (Marcano y
Hasegawa, 2002). Se conocen en la actualidad tres grandes vias o rutas
fundamentales que permiten la biosintesis de la gran mayoria de los diferentes
tipos de productos naturales conocidos:

a.- Ruta del acido melavonico: A partir de él se forman unidades de
prenilo que tras uniones sucesivas conducen a isoprenoides (terpenoides,
esteroides, carotenoides), se lleva a cabo en el citosol. El &cido mevalbnico
se forma a partir de dos moléculas de acetil coenzima A, dicho acido posee en
Su estructura seis carbonos, procede de tres moléculas de acido acético, es el
precursor de la unidad de isopreno (cinco carbonos) que se origina por su
deshidratacion y descarboxilacion simultanea (Marcano y Hasegawa, 2002).

A continuacion se nombra los precursores de los principales tipos de
terpenos, formados mediante reacciones catalizadas por enzimas:
geranilpirofosfato (GPP), precursor de los monoterpenos en C 10;
farnesilpirofosfato (FPP), precursor de los sesquiterpenos en C 15;
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), precursor de los diterpenos en C20; el
Geranilfarnesilpirofosfato (GFPP), precursor de los sesterterpenos en C25; La
formacion de triterpenos en C30 (e indirectamente de los esteroides) y de los
carotenos en C40 no escapa totalmente a la regla: provienen del escualeno y
del fitoeno, dos hidrocarburos resultantes del acoplamiento reductor de dos
unidades de FPP (2 X C,5= C30) y de dos unidades de GGPP (2 x C 20= C40)
(Bruneton, 1991).

b.- Ruta del acido shikimico: A partir de él se forman los aminoacidos

como L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptofano, a partir de estos se sintetizan
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otros compuestos mas complejos (fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides).
Es empleada por microorganismos y plantas, pero no por los animales, y ésta
es la razon por la que a la fenilalanina y triptofano se les clasifica como
esenciales para los humanos porque solamente se pueden obtener a partir de
la alimentacion. En cambio, la tirosina si es sintetizada por el organismo, pero
a partir de la fenilalanina ya ingerida (Bruneton, 1991).

En sintesis, el &cido shikimico ocurre en los plastos de las plantas
verdes, por condensacion de eritrosa 4-fosfato y fosfoenolpiruvato. El
resultado de la condensacion es el 3-deshidroquinolato. Es decir, el
fosfoenolpiruvato es el sustrato para la produccion de los compuestos
fendlicos, como la tirosina, la fenilalanina o las auxinas. Ocurre el segundo
paso: La produccién de fenilalanina se produce también en las algas por la
incorporacion de otra molécula de fosfoenolpiruvato en 3-deshidroxiquinolato
(Hopkins, 1999). El tercer paso, es la produccion de acido cinamico seguida
de la produccion de cumaril-S CoA. Y finalmente sucede el cuarto paso, ya
que debido a la formacién del cumaril-S CoA este compuesto es el precursor
de la mayoria de fenoles en los vegetales naturales (Hopkins, 1999).

c.- Ruta del acetato-malonato (ruta policétida): A partir de malonato
y acetato se forman los policétidos (acetogeninas) y acidos grasos. También
producen la conjuncién del acetil CoA por la via acetato para dar Fendlicos.
Estos compuestos se clasifican atendiendo a diferentes criterios, cumplen
funciones muy diversas en los seres vivos y tienen diferentes capacidades
como materiales de partida (precursores) para los metabolitos secundarios.
Los metabolitos secundarios no son esenciales para la vida, pero contribuyen
definitivamente a la adaptacién de las especies y su supervivencia. Son mas
caracteristicos para un grupo biologico particular, tal como una familia o un
género, y aparentemente, la maquinaria sintética puesta en juego aqui esta

relacionada con la evolucion de las especies (Bruneton, 1991).
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Los policétidos se sintetizan mediante complejos multienzimaticos,
agrupaciones de proteinas con distintos centros cataliticos. Estos complejos
son muy importantes ya que los policétidos y los intermediarios de su sintesis
son muy reactivos e impiden que interaccionen con otros compuestos. El
cebador es la molécula de arranque, suele ser acetilCoA en la mayoria de los
casos. El cebador llega al complejo multienziméatico y sobre él se van uniendo
moléculas de malonilCoA (3C), pero solo se fijan 2C por cada molécula de
malonil, el tercer C se libera en forma de CO2. Las moléculas del tipo: [CH2-
CO-CH2-CO-CH2-CO]n son muy reactivas. Cuando hay 6C se ciclan para dar

lugar a compuestos fendlicos (Hopkins, 1999).

Aceites esenciales

Definiciéon

Los aceites esenciales son sustancias de olor caracteristico, obtenido a
partir de materias primas frescas de origen vegetal, por extraccion con un
disolvente no acuoso, seguida de eliminacion de dicho disolvente por un
procedimiento fisico. También se define como productos quimicos que forman
las esencias aromaticas de un gran nimero de vegetales. El termino aceite
esencial se aplica para designar sustancias volatiles obtenidas por extraccion,
a base de vapor de las plantas, o por otros métodos. Las propiedades que
caracterizan a estos aceites son la volatilidad y origen vegetal. El termino mas
actual con el que se conoce esta sustancia es el de esencias (Bruneton, 1991).

Estos aceites se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes
partes de las plantas: en las hojas, raices, en el pericarpio del fruto, en las
semillas, en el tallo, en las flores, en los frutos, madera y resina que exuda
todo el arbol, formandose en las partes verdes con clorofila del vegetal y al

crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los brotes en
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flor. Se clasifican con base en diferentes criterios: como consistencia y origen
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Las plantas producen los aceites con el fin de protegerse de las
enfermedades, ahuyentar insectos depredadores o atraer insectos benéficos
que contribuyen a la polinizacion Los aceites esenciales se pueden encontrar
en algunas familias tales como: Asteraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Apiales,

Lamiaceae y Verbenaceae (Bruneton, 2011).

Propiedades fisicas de los Aceites esenciales

Se presenta en estado liquido cuando estan a temperatura ambiente
escasamente tienen color y su densidad es inferior a la del agua con excepcion
de la esencia de sasafras. Poseen un indice de refraccion elevado. Son
solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, son liposolubles
y muy poco soluble en agua, pero arrastrable por el vapor de agua. Son
intensamente aromaticos, no grasos por lo que no se enrancian, el cual, es
una verdadera ventaja, también son volatiles y livianos es decir poco densos.
Son insolubles en agua, levemente solubles en vinagre, y solubles en alcohol,
grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire (Bruneton,
2011).

Composicion quimica de los Aceites esenciales

Los aceites esenciales estan constituidos por compuestos de bajos
pesos moleculares y volatiles, tenemos a los hidrocarburos de mayor
importancia son los terpenos tales como: monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos. También se pueden encontrar fenilpropano, compuestos
aromaticos, compuestos procedentes de la degradacion de acidos grasos,

nitrogenados o azufrados (Tyler, 1988). La gran variedad de compuestos que
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se encuentran contenidos en los aceites esenciales se puede clasificar de la

siguiente manera:

. Terpenos: En los aceites esenciales se localizaran los terpenos
mas volatiles, es decir, aquellos cuya masa molecular no es demasiado
elevada: monoterpenos encontramos los mirceno (21), a-terpineno (22), p-

cimeno (14), entre otros, ver figura 10 (Marcano y Hasegawa, 2002).

Mirceno (21) a-terpineno (22)
Figura 10: Estructura quimica de algunos terpenos encontrados en la

naturaleza. Tomado y modificado de (Sowndhararajan'y Kim, 2016).

o Compuestos aromaticos: se pueden encontrar en los aceites
esenciales compuestos en Cs-C1 como la vainillina (23) (bastante frecuente) o
como el antranilato de metilo (24), ver figura 11. También se encuentran los
derivados del fenilpropano (Cs-C3) en menor proporcion (Marcano y

Hasegawa, 2002).

0 0
4 ~
e
o NH,
/" oH
Vainillina (23) Antranilato de metilo (24)

Figura 11: Estructura quimica de algunos compuestos aromaticos.

Tomado y modificado de (Sowndhararajan y Kim, 2016).
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o Compuestos provenientes de la degradacion de acidos
grasos: son compuestos quimicos producto de la transformacién de moléculas
no volatiles, ya que, son el resultado de un proceso llamado peroxidacion, que
sufren los alcoholes, aldehidos y ésteres de pequefia masa molecular, dando
origen a estructuras de 9 carbonos o de 12 carbonos, presentes en los aceites
esenciales. Los componentes que sufren esta peroxidacion son: octanal (25)
y decanal (26) son aldehidos componentes importantes en los citricos; el cis-
3-Hexen-1-ol (27), es responsables del olor intenso a hierba muy importante
ya que se utiliza en sabores de frutas, verduras y en perfumes, ver figura 12.
Como producto de la peroxidacion del octanal se obtiene el &cido octanoico,
éste es un acido graso que se deriva del aldehido octanal (Marcano y

Hasegawa, 2002).

O /\A/V\WH HsC
/\A/\)J\H o BN oH
Octanal (25) Decanal (26) H
cis-3-Hexen-1-ol (27)
Figura 12: Estructura quimica de algunos compuestos provenientes de la
degradacion de acidos grasos. Tomado y modificado de (Gonzélez, 2004).

o Los compuestos nitrogenados o azufrados: estan presentes
en los aceites esenciales en poca proporcion a veces estan ausentes, tales
como: pirazinas Yy butenetioatos, 2-acetil-4-isopropenilpiridina. Los
compuestos nitrogenados pueden agruparse como aminas, amidas,
nitrocompuestos, nitrilos, oximas, ésteres y compuestos ciclicos (indol,
imidazol, pirazina, pirazol (28), piridina y triazina). Los compuestos azufrados
presentes en aceites esenciales pueden agruparse como aciclicos (sulfoxidos,

sulfuros, tioles y tioésteres) y ciclicos (tiofuranos y tiazoles). Especificamente,
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las especies del género Allium se caracterizan por la presencia de numerosos
sulfuros y tiofenos, por ejemplo, el sulfuro de dimetilo, disulfuro de dimetilo
(29), trisulfuro de dimetilo y disulfuro de alilo, se encuentran en los aceites
esenciales de cebolla (Allium cepa) y del ajo (Allium sativum), ver figura 13
(Bruneton, 1991).

=
CINH PN NP

N
pirazol (28) Disulfuro de dimetilo (29)

Figura 13: Estructura quimica de los compuestos nitrogenados y

azufrados. Tomado y modificado (Gonzalez, 2004).
Usos farmacoldgicos y biolégicos de los aceites esenciales

Algunas de las aplicaciones son para hacer mas agradable, atractivo o
un producto y algunos se utlizan en preparados farmacéuticos con
propiedades biolégicas, tales como: insecticidas, fungicidas, antinflamatorios
y en los preparados especiales (Gonzalez, 2004). Algunas propiedades

fundamentales de los aceites esenciales destacan en la tabla 2.

Tabla 2: Propiedades farmacoldgicas de los aceites esenciales

PROPIEDADES UBICACION Y UTILIDAD

Antiséptico Presentes en tomillo, clavo, mentas, salvia,

orégano, y pino. El poder antiséptico frente a
diversas bacterias patégenas y hongos
responsables de micosis y sobre levaduras
(Candida).
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Tabla 2: Propiedades farmacoldgicas de los aceites esenciales

(Continuacion)

PROPIEDADES

UBICACION Y UTILIDAD

Antihelmintica o

antiparasitaria

Se les atribuye al paico, boldo, ajenjo, eucalipto,

clavo y sasafras.

Efecto sobre el
Sistema Nerviosos

Central.

Neroli y lavanda (sedantes), limon (euforizante),

valeriana, lipulo y melisa (tranquilizantes).

Rubefacientes

Encontrados en el romero, trementina,

wintergreen y el alcanfor.

Descongestionante

Pino, trementina, tomillo y eucalipto.

Digestivo

Se utiliza aceite esencial de la menta,
manzanilla, menta, piperina, hinojo, anis,
coriandro 'y romero  con  propiedades

espasmoliticos.

Tomado y modificado de (Bruneton, 1991; Raut y Karuppayil, 2014).

Toxicidad de los aceites esenciales

Es importante mencionar sobre la toxicidad crénica de los aceites

esenciales no se dispone de datos. Tampoco se ha demostrado los efectos

secundarios, ni tampoco la ausencia de efectos cancerigenos o teratdgenos.

Con respecto a la toxicidad agudo se conoce mejor, ejemplo de ello tenemos

gue dos gramos de mentol en un adulto pueden ser mortales, en un nifio las

gotas nasales de mentol pueden inducir espasmos de la glotis conduciendo a

una asfixia refleja (Evans, 1991).
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Métodos de obtencién de los aceites esenciales

Los aceites se obtienen generalmente de plantas por diferentes

métodos, presentados a continuacion:

Arrastre de vapor de agua: es el mas utilizado para extraer aceites
esenciales de materias primas naturales como flores, frutas y resinas. Es el
proceso mas apropiado para la elaboracion de perfumes, la muestra vegetal
debe estar fresca y cortada en trozos pequefios, para ser encerrada en una
camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la
esencia asi arrastrada es posteriormente condensada, recolectada y separada
de la fraccién acuosa. Por lo tanto, se insufla vapor para que este transporte y
separe los aceites fragantes. Por su estado gaseoso, el vapor se mezcla con
las sustancias insolubles en agua, las que separa y arrastra al recipiente
colector de la destilacion, el cual al final del proceso se llena principalmente
agua destilada y una pequefia parte de aceite esencial, este Ultimo puede
recolectarse facilmente por decantacion, ya que, forma una fase separada del
agua (Bruneton, 1991).

El resultado es un aceite esencial 100% puro que conserva la
complejidad del olor original y es mucho mas intenso que el aroma de la propia
materia prima. Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias
fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria. Posee alto rendimiento,
la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada, ver
figura 14 (Bruneton, 1991).
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Destilacian por arrastre de vapor

- ;5Arriw-:':r~r'cinl

Agua caliente
!h‘-u us perfurads

Figura 14: Destilacion por arrastre de vapor. Tomado y modificado de

(Rodriguez, Alcaraz y Real, 2012).

La hidrodestilacion con trampa de Clevenger: para empezar la
hidrodestilacion es un método de extraccion de aceites esenciales en el cual
el material esta sumergido en agua a ebullicion, la caracteristica principal de
este proceso es el contacto directo del agua y el material del cual se extraera
el aceite esencial. La corriente de vapor saturado, que se genera hace que el
aceite esencial de las flores, frutos, hojas, tallos y demas partes del vegetal se
vaporiza hacia la superficie del extractor donde se ubica el condensador,
donde el aceite condensado es recuperado en un recipiente. En 1928 Joseph
Franklin Clevenger propuso un novedoso aparato de vidrio consistente en un
adaptador de vidrio que conduce el vapor de manera diagonal al condensador.
Cuando el liquido retorna al sistema es dirigido a una seccion graduada donde
se almacena, permite realizar extracciones mas largas pues el liquido se
recircula al sistema, evitando agregar mas solvente al sistema con los
inconvenientes que eso acarrea, ademas, es posible realizar un seguimiento
a la extraccion para saber en qué momento se logré extraer la maxima
cantidad de aceite esencial de la muestra (Ortufio, 2006).

La trampa de Clevenger es un instrumento que esta compuesto de un
balén, donde se deposita la materia prima previamente licuada y una cantidad

determinada de agua pura. El balén es calentado constantemente y el aceite
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esencial con el agua presente se evapora continuamente. El condensador va
acoplado al balén a través de una conexion en forma de D que permite
acumular y separar el aceite esencial de la mezcla condensada. El agua
condensada regresa al baldn por rebose de la conexion. Es importante resaltar
gue se observara una seccion graduada el liquido y el aceite esencial, esto se
separan por decantacion. Si el aceite esencial es menos denso que el agua se
formara una capa en la parte superior de la seccion, y si es mas denso se

ubicara en la parte inferior del agua, ver figura 15 (Ortufio, 2006).

>
—

= B

<4+ (Condensador

|

Trampa de
Clevenger ’ A
Aceite

¢ esencial

Tubo de
retorno

D /
Fuente A\ /€
de calor —»%ﬁ u @% K_/ﬁ +— Agua

Figura 15: Hidrodestilacion con trampa de Clevenger. En la imagen A
para aceites mas densos que el agua. En la imagen B para aceites menos
densos que el agua. Tomado y modificado de (Rodriguez y cols., 2012).

La destilacion por inyeccién de vapor de agua: es también conocida
como destilacion por arrastre con vapor seco, es un proceso mediante el cual
se realiza la extraccion de aceite esencial de la especie vegetal con vapor de

agua producido fuera del destilador en un generador llamado caldera. En este
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tipo de destilacion se puede controlar la cantidad de vapor y la especie vegetal
no es calentado por encima de 100°C y debido a esto, el aceite esencial no
experimenta degradacion termina y asi se protege a los componentes
termolabiles (Rodriguez y cols., 2012).

Extraccion con disolventes: se fundamenta en la solubilizacion de los
aceites esenciales en un disolvente, su elecciéon depende de parametros
técnicos y econdmicos; selectividad, poder disolvente respecto a sus
constituyentes; estabilidad, inercia quimica; temperatura de ebullicion no muy
alta pero que permita su eliminacibn total y evitar pérdidas;
seguridad en su manipulacion (Dominguez, 1979). Los disolventes mas
utilizados son: éter de petréleo, éter etilico, hexano, pentano, diclorometano y
etanol. Del extracto el disolvente se separa por destilacidn y el disolvente que
embebe la masa vegetal se recupera por inyeccion de vapor de agua,
generalmente este proceso es a temperatura baja, para cuidarse de la
degradacion inducida por le presencia de agua y el pH acidos y debido a su
poca selectividad extraen a otros componentes como triglicéridos,
carotenoides, ceras, entre otros. Posterior a esto, necesita un proceso de
purificacion (Rodriguez y cols., 2012).

Extraccién con grasas: El método aprovecha la liposolubilidad de los
aceites esenciales en materias grasas, se aplica sobre todo para extraccion
de aceites esenciales de pétalos de flores. Presenta dos variantes: El
enflorado: se realiza la extraccion por difusion en frio hacia la materia grasa,
consiste en colocar los pétalos entre dos placas de vidrio con peliculas de
grasa en su superficie, con la misma grasa se hacen varias extracciones
renovando los pétalos (Rodriguez y cols., 2012). Y por digestién: para la
extraccién los pétalos se ponen en contacto con grasa fundida, el proceso se
realiza a una temperatura caliente. Los aceites esenciales disueltos en grasa
pueden ser extraidos con alcohol y asi obtener soluciones alcoholicas de

aceite esencial (Rodriguez y cols., 2012).
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Extraccion con fluidos supercriticos: al someter un fluido
a altas presiones y muy bajas temperaturas se obtiene un estado diferente
conocido como el supercritico, el cual, posee propiedades intermedias entre
liquido y gases. El CO2 al ser sometido a estas condiciones, tiene la buena
capacidad de difusion en los solidos y ser un buen disolvente, ya que, tiene la
densidad similar de los liquidos y la viscosidad de los gases que favorece al
penetrar en los poros de la muestra. Por lo tanto, extraer en estas condiciones
a los aceites esenciales es muy selectiva y no agresiva. Generalmente el gas
que se usa es el COz, el cual, es facil de eliminar y se puede recuperar. Este
método presenta inconvenientes por el costo y la complejidad del
equipoutilizado, pero las ventajas superan su elevado costo, ya que permite,
producir productos fidedignos y proximos al del producto natural, ver figura 16

(Bruneton, 1991; Dominguez, Parzanese, 2013).

Co.solvente

Tanque
Colector

Contenedor
de
extraccion

Bombade
Co-solvente

NO

Bombade
Cco,

Tanque de
recirculacion

Mezclador

Intercambiador

Solvente (CO,)

Figura 16: Extraccion con fluidos supercriticos. Tomado y modificado
de (Rodriguez y cols., 2012).
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Extraccion por microondas: Esta técnica puede utilizarse asistiendo
un método convencional como la hidrodestilacion o adaptando un equipo para
establecer como método independiente, como la extraccion por microondas
sin disolvente. Utiliza recipientes cerrados para calentar el disolvente de
extraccion sobre el punto de ebullicibn atmosférico. La elevada temperatura
aumenta la solubilidad de los analitos de interés y baja la viscosidad del
disolvente, facilitando la penetracion en la matriz. La extraccion por
microondas ofrece beneficios como una reduccion considerable del tiempo y
del consumo de energia, puede realizarse a gran escala con reactores de

microondas (Rodriguez y cols., 2012).

Analisis de los aceites esenciales

Se realiza el andlisis de los aceites volatiles para descubrir cualquier
adulteracion vy verificar la calidad de un aceite no adulterado. Se hace un
examen preliminar y organoléptico, en el cual, se coloca una muestra del
aceite en un frasco o probeta graduada. Se observa el color, la claridad, la
viscosidad, la presencia o ausencia de sedimentos, las ceras separadas y el
agua. Posteriormente se caracteriza la muestra por medio de Cromatografia
Gaseosa, para identificar los principales componentes y cuantificarlos.
Finalmente se evallan sus propiedades fisicoquimicas como densidad,
solubilidad e indice de refraccidbn. También se ejecutan pruebas especiales
segun el aceite con que se ensaya para determinar el contenido de ésteres,
total de alcoholes, punto de congelacién, residuo de evaporacion, porcentaje
de aldehidos, entre otros (Medinilla, 1996).

Para efectuar el andlisis de los componentes de los aceites esenciales
se debe realizar a través de diferentes técnicas, si se desea determinar la
cantidad de sus constituyentes volatiles se necesita de la Cromatografia de

Gases con Detector de lonizacion de Llama (CG-DIL), mientras que si se
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requiere de la identificacion de los compuestos entonces se necesita la
Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM). A pesar de
que otras técnicas instrumentales pueden ser también empleadas,
como la resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia infrarroja (IR),
entre otras, la mayoria de las investigaciones se realizan con las dos primeras.
Pero cuando se requiere de un control de calidad deberan incluirse las
determinaciones de wuna serie de métodos fisicos y quimicos

tradicionalmente usados, junto con la evaluacion sensorial (Medinilla, 1996).

Identificacion de los aceites esenciales

La separacion e identificacion de todos los grupos quimicos
mencionados anteriormente presentes en los aceites esenciales de las plantas
y fuentes naturales depende en gran medida de la cromatografia de gases. En
algunos casos, la cromatografia de gases puede ser el Unico medio de
identificacion, a veces se requieren al menos dos columnas de polaridad
sustancialmente diferente para tener confianza en las asignaciones basadas
en la comparacion directa de los tiempos de retencion con los patrones o el
conocimiento preciso de los indices de retencion de Kovats. Esto también
aplica cuando se utliza cromatografia de gases combinada con
espectrometria de masas para el analisis de sus constituyentes (Davies,
1990).

Es importante conocer el fundamento de la cromatografia de gases para
conocer la utilidad de los detectores. Por lo tanto, es una técnica analitica que
permite separar mezclas de compuestos facilmente volatilizables vy
térmicamente estables en sus componentes individuales. En todas las
separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una fase movil, a
través de una fase estacionaria con la que es inmiscible fijada a una columna

0 a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma que los
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componentes de la muestra se distribuyan de modo distinto entre ambas.
Aquellos componentes fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario, los
componentes que se unen débilmente se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se
separan en bandas que pueden identificarse cualitativa y/o determinarse
cuantitativamente. La clasificacion mas frecuente en cromatografia, la marca
el tipo de fase movil, en este sentido la cromatografia de gases emplea como
fase mavil un gas (Davies, 1990).

e Cromatografia Gaseoso-Liquida con Detector de lonizacion
de Llama (CG-DIL): el gas procedente de la columna se mezcla con
hidrogeno y esta mezcla se quema en una cadmara con exceso de aire. Por
encima de la llama, se dispone un colector cilindrico polarizado con el fin de
recoger los iones generados; sobre este dispositivo, se mide la corriente
iGnica que se establece entre la punta del quemador y el electrodo colector.
El DIL o detector de ionizacion de llama utiliza una llama de hidrogeno vy aire
a la que se transfiere la muestra para oxidar moléculas organicas y producir
particulas cargadas eléctricamente (iones). Los iones se recogen y producen
una sefal eléctrica que luego se mide. Es técnica que se utiliza para analizar
compuestos organicos con base de carbono (Davies, 1990).

e Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masa: es una
técnica que combina la capacidad de separacibn que presenta la
cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector
de masas. Esta combinacion permite analizar y cuantificar compuestos trazas
en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. En la cromatografia
de gases una vez separados, detectados y cuantificados todos los
componentes individuales de una muestra problema, el Unico dato de que

disponemos para la identificacion de cada uno de los componentes, es el
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tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos. Este dato
no es suficiente para una identificacion inequivoca. En el caso, de la
espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero no es capaz de identificar los componentes
individuales de una mezcla sin separar sus componentes, debido a la extrema
complejidad del espectro obtenido por trasposicion de los espectros
particulares de cada componente (Sandra y Bichi, 1987).

Es por ello, que se cre6 una técnica combinada en CG-EM
(Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masa) que permite la separacion
e identificacion de mezclas complejas. Dicha técnica se trabaja en fase
gaseosa y necesitan una pequefa cantidad de muestra para sus analisis, por
lo que ambas técnicas son compatibles, ver figura 17 (Davies, 1990; Sandra y
Bichi, 1987).

La técnica comienza con el cromatégrafo de gases, donde la muestra
se volatiliza. Esto vaporiza efectivamente la muestra a fase gaseosa y separa
sus diversos componentes utilizando una columna capilar llena con una fase
estacionaria (solida) y un gas portador inerte como argén, helio o nitrogeno. A
medida que los componentes se separan, se eluyen de la columna en
diferentes momentos, lo que se conoce como sus tiempos de retencion. Los
componentes salen de la columna de cromatografia de gases y se ionizan por
el espectrometro de masas que utiliza fuentes de ionizacion quimica o
electronica. Las moléculas ionizadas se aceleran a través del analizador de
masas del instrumento, que es una trampa de iones. Aqui los iones se separan
en funcion de sus diferentes relaciones masa/carga. Al final de este proceso
se realiza la deteccion y el andlisis de iones, con picos compuestos que
aparecen en funcion de sus relaciones masa/carga. Las alturas de los picos,
son proporcionales a la cantidad del compuesto correspondiente. Una muestra
compleja producira varios picos diferentes, generando el espectro de masas
(Sandra y Bichi, 1987).
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Cuando se desea explicitamente localizar la presencia de uno o varios
compuestos determinados, de espectro conocido, con la mayor rapidez o con
la maxima sensibilidad posible se recurre a la técnica de deteccién SIR siglas
en ingles que significa selected ion recording. En esta modalidad se detectan
solamente algunas masas de interés, en lugar de utilizar el total de los iones
(TIC). De esta forma, se aumenta la selectividad del método, reduciéndose las
interferencias. Gran parte de la informacion relevante se ocupa de los datos
de retencién en los diferentes tipos de fase estacionaria que se han utilizado
para las separaciones de los compuestos quimicos de interés. Sin embargo,
la mayoria de este procedimiento se lleva a cabo en columnas capilares con
fases polares de dimetilpolisiloxano (metilsilicona) “estandar” y Carbowax 20M
(Jennings y Shibamoto, 1980).

Figura 17. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de

Masa.
indices de retencion de Kovats
Estos indices se sustentan en una comparacion entre la posicion del
pico de un analito en el cromatograma y los picos correspondientes a

hidrocarburos lineales, uno de los cuales eluye antes del componente de

interés y el otro después, utilizando la siguiente relacion matematica para
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calcularlos, en el caso de que sea una corrida cromatografica con
programacion de temperatura (Davies, 1990). Para proporcionar un medio facil
de identificar un compuesto desconocido, Kovats propuso un sistema de
indices basado en los n-alcanos como sustancias de referencia, puesto que
estos compuestos son quimicamente inertes, solubles en las fases
estacionarias comunes y no polares (Jennings y Shibamoto, 1980). El indice

de Kovéts, se calcula mediante una ecuacion matematica, ver figural8.

t.l‘hff seonocido) f‘!' n }
[ = LT (100 % 2) + (100 x n)
t‘r'{ N Jt':'{n]

Figura 18. Ecuacion matematica del indice de Kovats a temperatura

programada. Tomado y modificado de (Kovéats 1958; Davies, 1990).

Donde: I = indice de retenciéon de Kovats; n= nimero de atomos de

carbono en el alcano méas pequefio; N=numero de atomos de carbono en el

alcano mas grande. t = tiempo de retencion ajustado; Z= diferencia del
namero de atomos de carbono entre alcano mas pequefio y el mas grande. En
el caso de cromatografia de gas con temperatura programada se puede
calcular un valor utilizando numeros directos en lugar de su logaritmo (Davies,
1990).

De esta forma se obtiene, una relacion lineal cuando se grafica el
logaritmo de los tiempos de retencién vs los indices de Kovats. Dicho esto, los
indices de retencion de Kovats se calculan a partir de los cromatogramas de
gases por interpolacion logaritmica entre n-alcanos. El cromatograma obtenido
aporta la informacion sobre los porcentajes relativos de cada uno de los
componentes en la mezcla, al mismo tiempo que la informacion espectral de

cada pico permite identificar a las diversas sustancias que la forman. Los
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componentes obtenidos se comparan con los patrones auténticos y con los
datos de la literatura (Kovats, 1958; Jennings y Shibamoto, 1980; Adams,
2007).

Micologia

Es la rama de la microbiologia que se encarga del estudio de los
hongos, su nombre proviene de las palabras griegas: mykes: hongo, logos:
estudio, originalmente, es el estudio de las setas, las cuales se encuentran
entre los hongos mas grandes, lo que atrajo la atencién de los naturalistas
antes de que se crearan los microscopios. Con la invencion del microscopio
por Antonie van Leeuwenhoek, en el siglo XVII, comenzo el estudio sistematico
de los hongos. Pero el fundador de la micologia es Pier Antonio Micheli
(italiano), quien en 1729 public6 Nova Plantarum, donde incluyé sus

investigaciones sobre los hongos (Casas, 1994).

Hongos

Son también desinados con el termino fungi, pertenecen a organismos
eucariotas, unicelulares o pluricelulares, entre los que se encuentran los
mohos, las levaduras y los organismos productores de setas. Poseen un
ndcleo y una membrana nuclear, un reticulo endoplasmico, mitocondrias y un
aparato secretor. Muchos son aerobios obligados o facultativos. Tienen
paredes rigidas (por la presencia de quitina), son heterétrofos (no poseen
clorofila), se reproducen sexual y asexualmente, o solo asexualmente. Son
quimiotrofos secretores de enzimas que degradan una amplia variedad de
sustratos organicos en nutrientes solubles que luego son absorbidos

pasivamente o integrados a la célula por transporte activo. Posee el talo o

57



cuerpo vegetativo, puede ser unicelular o tipicamente filamentoso (Casas,
1994; Arenas, 2008).

Estan clasificados en un reino distinto al de las plantas, animales,
protozoos y cromistas. Se distinguen de las plantas en que son heterétrofos y
posee pared celular compuesta por quitina, en cambio las plantas de celulosa.
También se distingue de los animales porque estos Ultimos no poseen pared
celular. Es el reino de la naturaleza mas cercano filogenéticamente a los

animales, ver figura 19 (Casas, 1994; Arenas, 2008).

PILEO
0 SOMBRERO
ESCAMAS

ANILLO - 4 ESPORAS

ESTIPE

VOLVA ————

y

Figura 19: Morfologia del hongo. Tomado y modificado de (Cannon,

Lamping y Holmes 2009).
Clasificacion de los hongos
Los criterios segun los cuales se clasifican los hongos estan todavia

sujetos a discusion, por lo que no existe una clasificacion definitiva y aceptada

por todos. El cual se pueden clasificar de acuerdo a varios criterios:
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o Tipo de vida: los hongos pueden ser saprofitos, parasitos y
simbiontes. Los hongos saprofitos estos se alimentan de sustancias en
descomposicion, como el champifion (Agaricus), hongos de fruta y de la
madera. Los hongos parasitos se alimentan de los liquidos internos de otros
seres vivos 0 viven a expensas de otros organismos vivos como el hombre,
platas, animales insectos inclusive otros hongos que pueden ser perjudiciales
ocasionando infecciones, por ejemplo, el Trichophyton rubrum. Los hongos
simbiontes se asocian con otros organismos y se benefician mutuamente, es
decir, hongo recibe el alimento que necesita y a cambio ayuda al otro
organismo a sobrevivir, es la forma mas comun de los hongos superiores
Ejemplo: Lactarius deliciosus y liquenes son el conjunto de un alga y el hongo
(Jawetz, Melnick y Adelberg, 2006; Bonifaz, 2012).

. Forma: pueden ser levaduras, moho, levaduriformes vy
dismorficos.  Las levaduras son unicelulares, microscopicas, ovales o
redondas, también llamadas blastoconidias. Los mohos, son de cuerpo en
forma de hilos o filamentos en forma de tubo, que se conoce como micelio. Se
reproducen a través de esporas, que se esparcen facilmente por el aire. Los
hongos levaduriformes son aquellos que presentan diversas morfologias
blastoconidias, hifas o pseudohifas, adoptan formas ovales y alargadas
constituyendo un pseudomicelio. Y por ultimo los hongos dismorficos, son
aquellos que dependiendo de la temperatura y los nutrientes donde se
desarrollen, adoptan un solo tipo de morfologia (Jawetz y cols., 2006).

o Imperfecto: Corresponde a fase asexual de un hongo que recibe
el nombre de anamorfo.

o Verdaderos o Perfectos: Corresponde a fase sexual de un
hongo que recibe el nombre de teleomorfo.

o Reproduccién: todos los hongos se reproducen mediante

esporas. Estas pueden originarse mediante procesos sexuales o asexuales,
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se dispersan gracias a la incidencia del viento, el agua, los animales, entre
otros. Forman hifas y luego desarrollan micelios. La reproduccion sexual de
los hongos ocurre cuando se unen dos hifas haploides, formando una espora
diploide de tipo zigospora, basidiospora o de ascospora. En cambio, la
reproduccion asexual sucede cuando una espora fungica haploide es
producida por mitosis a partir de una célula progenitora haploide. Es
genéticamente idéntica a la célula parental. Las esporas de hongos pueden
convertirse en nuevos individuos haploides sin ser fertilizadas. En resumen,
los hongos pueden reproducirse asexualmente de tipo esporas, brotacion o
fragmentacién y de manera sexual para dar origen a una espora (Jawetz y
cols., 2006; Arenas, 2008).

. Division: se puede clasificar de acuerdo a su divisién en las
cuales existe Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota y Hongos anamorfos
(Deuteromycota) (Whittaker, 1969; Casas, 1994). Actualmente, las técnicas de
biologia molecular han permitido el establecimiento de una taxonomia basada
en secuencias de ADN, por tal razon, en el afio 2015 fueron nuevamente
clasificados en cinco filos: Chytridiomycota, Glomeromycota, Zygomycota,
Ascomycota y Basidiomycota (Ruggiero, Gordon, Orrell, Bailly y Bourgoin,
2015). A continuacion, se describira cada una de ellas:

Ascomycota: estos hongos contienen ascosporas dentro de las
estructuras reproductoras denominadas ascas. Hongos de reproduccion
sexual con micelio tabicado. Dentro de esta divisibn se pueden encontrar
varios géneros tales como: Saccharomycetes usadas en la fermentacion de la
cerveza y la Candida sp es un patégeno oportunista, dismorfico, se reproduce
de forma asexual por gemacion (Whittaker, 1969; Casas, 1994; Romero,
2007).

Zygomycota: es el grupo de los comunmente conocidos como mohos,

posee esporas sexuales que reciben el nombre de zigosporas. En esta division

60



se encuentra Mucor sp, Rhizopus sp, syncephallastrum sp, entre otros
(Whittaker, 1969; Romero, 2007).

Basidiomycota: son hongos superiores capaces de desarrollar
estructuras reproductivas macroscopicas llamadas basidiocarpos o setas
como por ejemplo el niscalo y el champifion, su unidad de reproduccion son
las basidiosporas y poseen cuerpo fructifero en forma de seta. Hongos de tipo
reproduccion sexual, por ejemplo: Rhodotorula sp y el Agaricus brunnescens
es el tipo de hongo comestible mas comercializado como champifiones
(Romero, 2007; Whittaker, 1969).

Deuteromycota ahora llamados Hongos anamorfos: son hongos de
reproduccion asexual, generalmente se realiza por medio de esporas
asexuales llamadas conidios, incluye levaduras, que son unicelulares, hifas y
pseudohifas multinucleadas. Son responsables de muchas infecciones
micoticas, la quitina y glucano: son los componentes principales de la pared
celular de los deuteromicetos. Algunos producen micotoxinas, la sustancia
cancerigena como de origen natural. Dentro de esta division se conocen
especies: Penicillium griseofulvum contiene el componente principal
antifangico griseofulvina; Penicilium notatum a partir de ella se cred6 la
penicilina; Phoma sp, Aspergillus flavus causante de diversas micosis en
humanos, entre otras (Whittaker, 1969; Romero, 2007).

Chytridiomycota: incluye a todos aquellos hongos microscopicos con
zoosporas 0 gametos flagelados como células reproductoras. Son
generalmente acuaticos y saprofitos, La reproduccion es mayormente asexual
también presenta una fase sexual. Dentro de esta division se encuentra
Nowakowskiella sp (Jawetz y cols., 2006; Ruggiero y cols., 2015).

Glomeromycota: ocurre formacion de micorrizas, estructuras que
establecen una relacion simbioética entre plantas, su unidad de reproduccion
son las glomerosporas. No pueden sobrevivir sin la presencia de raices de las

plantas. Tienen hifas cenociticas y se reproducen asexualmente, produciendo
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glomerosporas Destacan géneros de micorrizas como Acaulospora,
Entrophospora, Gigaspora y Scutellospora (Jawetz y cols., 2006; Ruggiero y
cols., 2015).

Mecanismos de resistencia de los hongos

Los mecanismos de resistencia de los hongos dependen de varios
factores de virulencia y de otros factores explicados a continuacion:

o Capacidad de adhesion: Esta capacidad es importante para la
patogenicidad porque promueve la formacién de un complejo llamado
biopelicula que le permite adherirse, favoreciendo la invasion y propagacion
de la infeccién, actuando como un importante mecanismo de resistencia
(Delgado, Prieto, Amich y Salve, 1994).

o Mutaciones en los genes: que codifican para la sintesis de
ergosterol de la membrana plasmatica, es decir, se debe a mutaciones
moleculares de la enzima diana del antifingico, como la alteracién de las
enzimas relacionadas en la sintesis del ergosterol (Delgado y cols., 1994).

- Mutacion en el gen ERG11: codifica la diana principal de los
antifangicos azolicos, la enzima lanosterol-14-a-desmetilasa, es responsable
del principal paso en la ruta biosintética del ergosterol debido a la eliminacion
oxidativa del grupo 14-a-metilo del lanosterol y conversiébn en ergosterol,
componente esencial de la membrana celular de los hongos. Por lo tanto, las
mutaciones en el gen ERG11 originan modificaciones en la secuencia de
aminoacidos y, en consecuencia, cambios en la estructura de la enzima diana
lanosterol 14-a-desmetilasa, produciendo una alteracion en el sitio de union a
los azoles. Produciendo una mutacién puntual del gen ERG11, presentandose

una sustitucion de arginina por lisina en el aminoacido 467 del gen ERG11, que
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contribuye a la resistencia a los azoles, se presenta en aislamientos clinicos
resistentes (Delgado y cols., 1994).

- Mutacion en el gen FKS1: este codifica la enzima g-(1,3)-
glucanosintasa principales enzimas involucradas en la sintesis -(1,3) (1,6)-D-
glucano es un compuesto de la pared celular de los hongos. Las cuales, las
alteraciones en este gen se asociarian a una resistencia a equinocandinas
(Jawetz y cols., 2006).

- Mutacion en el gen cyp51: codifica para 14-a-demethylase, este gen es
responsable de la resistencia a azoles en hongos filamentosos como
aspergillus, debido a la sustitucion de los aminoacidos en dicho gen, que puede
generar resistencia evitando el acceso del azol al sitio activo o generando
rearreglos estructurales en la cavidad de union que afecten la afinidad entre el
azol. Todas estas mutaciones conocidas tienden a surgir como consecuencia
de la exposicion a terapias de azoles a largo plazo (Jawetz y cols., 2006).

o Sobreexpresion del gen ERG11: da como resultado
concentraciones aumentadas de lanosterol 14-a-desmetilasa y en
consecuencia se requieren cantidades mayores del antifingico para inhibir la
enzima (Delgado y cols., 1994).

. Sobreexpresion de genes que codifican para bombas de
expulsion de farmacos fuera del microorganismo: se forma barreras de
permeabilidad o un sistema de bombeo del antifingico conformado por
transportadores ATP-binding cassette (ABC) y Facilitadores mayores (MF) son
un sistema de bombeo activo mediado por ATP, se localizan en la membrana
citoplasmatica y contribuye a la resistencia de casi todos los azoles, expulsando
el farmaco hacia el exterior de la célula. Los transportadores ABC son
codificados por los genes CDR (Candida Drug Resistance) y los transportadores
MF son codificados por los genes MDR (Multidrug Resistance). La

sobreexpresion de los transportadores es la causa mas frecuente de resistencia
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a los antifungicos (todos los azoles), mientras que la sobreexpresion por los
genes MDR solo confiere resistencia al fluconazol. En una célula susceptible,
los antifingico azdlicos entran por difusion pasiva actuando sobre la enzima
lanosterol desmetilasa, que es producto del gen ERG11, inhibiendo la sintesis
del ergosterol. Estas células sensibles presentan expresion de niveles bajos de
los genes CDR y el gen MDR. Pero en una célula resistente, los azoles son
menos efectivos contra el lanosterol 14-alfa-desmetilasa por la sobreexpresion
de los genes CDR y MDR, ver figura 20 (Jawetz y cols., 2006).

MFS transporter
(major facilitator superfamily)

Electrochemical H* A

gradient
Outside

Inside

C.albicans Mdrip
C.albicans Flulp
A.fumigatus Mdr3p

Figura 20: Transportador MFS, a través de un gradiente electroquimico.

Tomado y modificado de (Cannony cols., 2009).

La resistencia ante los tratamientos antimicéticos no es el inico motivo
de preocupacion, también la toxicidad y las interacciones medicamentosas
clinicamente importantes sobre las enzimas humanas del citocromo p450,
motivan a la realizacion de estudios farmacocinéticos profundos de estos
compuestos, teniendo en cuenta las caracteristicas clinicas y genéticas de

cada individuo (Delgado y cols., 1994).
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Antimicoticos

También son llamados Antifungicos o agentes fungicidas capaces de
eliminar o detener su crecimiento, compuestos utilizados en el tratamiento de
las infecciones causadas por hongos. En comparacion con los farmacos
antibacterianos se cuenta con pocos antifungicos para el tratamiento de las
infecciones micoticas. Muchas sustancias con actividad antimicotica han
demostrado ser inestables o toxicas para los seres humanos, o bien, tienen
caracteristicas farmacoldgicas indeseables como mala difusion a los tejidos
(Ryany Ray, 2017).

Clasificacion y mecanismo de accion de los antimicoticos

Los criterios de clasificacion del compuesto antifungico dependeran del
tipo de micosis presentada a continuacion: Las micosis superficiales son las
infecciones de las mucosas, piel y anexos cutaneos pelo y ufias producen un
proceso infeccioso que no va mas alla del epitelio o la capa mas externa de la
piel o mucosa. En segundo lugar, micosis subcutaneas son infecciones de la
epidermis, dermis y otros 6rganos cercanos, causadas por la inoculacién
traumatica de hongos saprofitos con capacidad de convertirse en parasitos,
originan complicaciones graves que son muy molestas, pero rara vez mortales.
En tercer lugar, se encuentra las micosis sistémicas o profundas, que son las
que afectan a o6rganos profundos, su via de entrada, en general, es la
inhalatoria y suelen ser muy graves y mortales. Sus agentes etioldégicos son
los hongos patdégenos primarios. Y, por ultimo, las micosis oportunistas, que
afectan a hospedadores inmunosuprimidos, ver tabla 3 (Bennett, 1996).

En un enfoque clinico, se ha clasificado a las micosis en locales y
sistémicas y por ende la categorizacion de los antimicoticos (ver tabla 3),

debido a que el tratamiento de las micosis son mas complicadas que el de las
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infecciones bacterianas, ya que, las micosis superficiales se encuentran en
piel y faneras con escasa o0 nula vascularizacién y las micosis profundas
producen respuestas granulomatosas que impiden una buena penetracion o
absorcién del farmaco porque son particularmente poco solubles y los hongos
son células de crecimiento lento, con pared celular con quitina, glucano,
poliésidos, fosfolipidos y esteroles, ausentes generalmente en las bacterias.
Es importante mencionar que existen algunas excepciones de acuerdo a su
uso debido a que algunas micosis superficiales pueden tratarse por via
sistémica tales como: griseofulvina o el ketoconazol, donde sus componentes
se concentran en capa cornea o en los lipidos cutaneos (Bennett, 1996).

Los antifungicos pueden ejercer su accion en diferentes niveles sobre
la célula fungica: el primer nivel, ejercen su accion en la pared celular,
impidiendo su sintesis por ejemplo las equinocandinas que inhiben la B-1,3-
glucano sintasa, situada en la membrana plasmatica. El segundo nivel es
actuando sobre la membrana, alterando su permeabilidad o impidiendo su
sintesis, o la de componentes esenciales como el ergosterol, tales como los
compuestos azolicos, los polienos, las alilaminas y las morfolinas (Balkis,
Leidich, Mukherjee, y Ghannoum, 2002).

Y, por ultimo, actian sobre los mecanismos implicados en la division
celular, por ejemplo, la griseofulvina que afectan al ARN (5-fluorocitosina) o
los que interactian con los microtubulos e impiden la division celular y el
ciclopirox, que da lugar a una deplecién de electrolitos celulares que conduce
a una reduccion de la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas (Balkis y cols.,
2002).

o Antifungicos azdlicos: Se dividen en dos grupos, imidazolicos
y triazolicos, ambos se caracterizan por poseer un anillo imidazolico que
contiene 2 (imidazolicos) o 3 nitrdgenos (triazolicos). Los derivados

imidazdlicos conocidos como, clotrimazol (30), miconazol (31), ketoconazol se
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emplean de forma tépica en dermatomicosis y/o candidiasis vulvovaginal.
Estan indicados en casos de tinea corporis, tinea pedis, tinea cruris y otras
dermatofitosis. Cuando la infeccion afecta al pelo suele ser necesario recurrir
al tratamiento sistémico. También estan indicados en candidiasis cutaneas y
mucosas excepto en pacientes inmunodeprimidos; pitiriasis versicolor y
dermatitis seborreica. La mayoria son también activos frente a Trichomonas.
Los derivados triazdlicos se emplean en el tratamiento de micosis sistémicas
poseen un espectro antifngico superior y menos efectos secundarios, los
triazoles utilizados son fluconazol (32), voriconazol (33), itraconazol,
posaconazol, isavuconazol y ravuconazol, ver figura 21 (Nocua, Uribe, Cortes,
2020).

El mecanismo de accion de los derivados azoélicos: consiste en la
inhibicion de la sintesis de ergosterol por bloqueo de la enzima lanosterol
desmetilasa mediante la unién del farmaco con el grupo hemo del citocromo
P450. La formacion de un complejo entre el derivado azdlico y el citocromo,
impide el proceso oxidativo inicial del lanosterol. Con ello se inhibe la sintesis
del ergosterol y se acumula lanosterol, que facilita la construccion defectuosa
de la membrana fangica (Nocua y cols., 2020).

Algunos derivados azdlicos parece que son capaces de bloquear a otras
enzimas de la cadena biosintética del ergosterol, provocando la acumulacion
de metabolitos intermediarios que pueden colaborar en la desestabilizacion de

la membrana citoplasmética (Nocua y cols., 2020).
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Figura 21: Estructuras quimicas de Antifingicos sintéticos imidazdlicos y
triazolicos. Tomado y modificado de (Valdés, 2005; Nocua y cols., 2020).

Alilaminas: son compuestos de caracter basico que resultan de la
sustitucion parcial o total del hidrégeno en el tipo de amoniaco por una o varias
moléculas de alilo, se encuentra en las esencias de ajo y de mostaza. Este
grupo antimicaético inhiben la sintesis del ergosterol, dentro de este grupo se
encuentra Natftifina (34) y la terbinafina (35) es el unico compuesto de este
grupo comercializado estando disponible tanto para uso tépico como
sistémico, ver figura 22 (Schildknecht, 1972; Terrell y Hughes, 1992).

Mecanismo de accion: en actuan directamente en la enzima escualeno-
peroxidasa y no sobre la C-14-alfa-demetilasa (azoles), inhiben a la enzima

escualeno peroxidasa y de esta forma disminuye la concentracion de
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ergosterol, aumentan los niveles de escualeno, aumenta la permeabilidad de
la membrana celular, se interrumpe la organizacion celular y disminuye el

crecimiento del hongo (Van den Bossche, Marichal, Gorrens y Coene, 1991).

Naftifina (34) Terbinafina (35)

Figura 22. Estructura quimica de Antifungicos del grupo Alilaminas.
Tomado y modificado de (Nocua y cols., 2020; Valdés, 2005).

Antifungicos poliénicos: son estructuras que tienen dobles enlaces
carbono-carbono, un anillo de lactona y multiples grupos hidroxilo en un lado
del anillo. Representados por la natamicina, nistatina y la anfotericina B. La
anfotericina B (36) se utiliza por via sistémica intravenosa, mientras que la
nistatina sélo se emplea en formulaciones tépicas y esta cayendo en desuso
clinico, ver figura 23. En el caso de la nistatina es demasiado téxica para
administrarla por via intravenosa; por lo tanto, solo se emplea para tratar
infecciones fangicas de la piel, las membranas mucosas y la luz

gastrointestinal (Denyer, Hodges, Gorman y Gilmore, 2011).
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Anfotericina B (36)

Figura 23: Estructura quimica de Antifangicos poliénicos: Anfotericina B.

Tomado y modificado de (Denyer y cols., 2011).

El mecanismo de accion de los polienicos, es en la unién del farmaco al
ergosterol de membrana por endocitosis, union de vacuolas y estabilizacion
proteinas. Ocasionando poros y alteracion de la permeabilidad de la
membrana, ocurre la salida de iones, estrés oxidativo y finalmente la muerte
celular. Es util en infecciones por Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus
spp., Fusarium spp. Meningitis criptococdécica (Denyer y cols., 2011).

Morfolinas: contiene un el grupo funcional amino como el éter, debido
a la posesion del grupo amina, la morfolina es una base. Es un antifingico
tépico, el mas representativo es el Amorolfina (37) ver figura 24. Se emplea en
crema o barniz de ufias para tratar la onicomicosis, tales como, dermatofitos y
candida. Se aplica directo sobre las ufias y la piel infectada, por lo que no se
absorbe. No se administra por via sistémica (Denyer y cols., 2011).

El mecanismo de accién de las morfolinas, es inhibir la accién de las
enzimas delta-14-reductasa y delta-7,8-isomerasa, las cuales son necesarias
para la sintesis del ergosterol, principal componente funcional y estructural de
la membrana de los hongos y levaduras. La inhibicion de la sintesis del

ergosterol induce alteraciones en la permeabilidad membranal y pérdida de los
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elementos intracelulares esenciales, inhibiendo el crecimiento del hongo e

induciendo su muerte (Denyer y cols., 2011).

fe¥Uen

Amorolfina (37)

Figura 24: Estructura quimica Antifungico del nicleo Morfolina. Tomado y
modificado de (Denyer y cols., 2011; Valdés, 2005).

Equinocandinas: Son un grupo de lipopéptidos semisintéticos,
productos de la fermentaciébn de varios hongos: Coleophoma empedri,
Aspergillus nidulans y Glarea lozoyensis, representados por caspofungina,
anidulafungina, rezafungina y micafungina. Es el farmaco de eleccién en la
candidiasis invasora en el paciente critico. El uso de anidulafungina esta
autorizado Unicamente en adultos, mientras que caspofungina y micafungina
estan autorizadas también para uso pediatrico (Cortés, Russi y Jully, 2011).

El mecanismo de accién de Equinocandinas: actian en la pared celular,
inhibiendo de forma no competitiva la sintesis de D-glucano, lo que produce la
lisis celular por edema de la célula y de la membrana. Siendo un tratamiento
de eleccidén en la candidiasis, también utilizado frente a Aspergillus spp (Cortés
y cols., 2011).

Pirimidinas: representada por flucitosina (38), es un antifingico activo
anicamente frente a levaduras, tales como Candida spp. Y Cryptococcus spp.
No debe utilizarse en monoterapia por inducir resistencias con facilidad debido
a su espectro de accion es limitado, ver figura 25 (Romero, 2007; Cortes y
cols., 2011; Denyer y cols., 2011).

71



El mecanismo de accion de las Pirimidinas es actuar como
antimetabolito impidiendo la sintesis de acidos nucleicos ADN, ARN vy
proteinas. Ingresa a célula del hongo a través de una permeasa, una proteina
de la membrana de hongos, es especifica para citosina. En este punto se
convierte en 5-FU (5-fluorouracilo) por una desaminasa la flucitosina es una
antimetabolito de pirimidina, este se incorpora en el ADN fungico e impide la
sintesis durante el proceso de replicacion celular, porque no posee el terminal
3 ¢, no pueden agregarse otros nucleosidos, y la sintesis de acidos nucleicos
gueda bloqueada 25 (Romero, 2007; Cortes y cols., 2011; Denyer y cols.,

2011).
NH,
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Flucitosina (38)

Figura 25: Estructura quimica Antifingico de grupo pirimidina. Tomado y

modificado de (Denyer y cols., 2011).

Ciclopiroxolamina: representado por el ciclopirox, es un N -6xido
derivado de 2-hidroxipiridina y puede denominarse agente antifingico de
hidroxipiridina. El ciclopirox (39) es un antifingico de uso tépico y de accién
fungistética ver figura 26. El mecanismo de accion de Ciclopirox actia
provocando una deplecion de electrolitos celulares fungicos, que conduce a la
reduccion de la sintesis de acidos nucleicos y proteinas 25 (Romero, 2007;
Cortes y cols., 2011; Denyer y cols., 2011).
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Ciclopirox (39)
Figura 26: Estructura quimica de Antifingico del grupo Ciclopiroxolamina.
Tomado y modificado de (Valdés, 2005; Denyer y cols., 2011; Nocua y cols.,
2020).

Tabla 3. Clasificacion de antimicoticos de acuerdo al tipo de micosis.

Grupo

Sistémico Locales
Farmacoldgico
Fluconazol, Ketoconazol,
Itraconazol Clotrimazol y
Azoles (Oral/intravenoso), Miconazol.

Voriconazol, Posaconazol,

Isavuconazol y Ravuconazol.

o Terbinafina 'y
Terbinafina

Alilaminas Naftifina
Poliénicos Anfotericina B Natz.;lmic-ina Y
Nistatina
Morfolinas - Amorolfina
Equinocandinas Caspofungina,
Anidulafungina, Rezafungina -
y Micafungina
Pirimidinas 5-Fluorocitosina -
Ciclopiroxolamina - Ciclopirox

Fuente: Hernandez y Aparicio (2023).
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Actividad antifungica

Es el proceso mediante el cual ciertas sustancias demuestran la
capacidad de eliminar, inhibir, reducir la presencia y el crecimiento de los
hongos. Para ello, se debe aplicar diversos ensayos para determinar la
actividad antifangica. Existen métodos estandarizadas conocidas como
pruebas de susceptibilidad, las cuales son técnicas esenciales en la busqueda
de actividades biolégicas de nuevos compuestos naturales (Romero, 2007).

Métodos para determinar la actividad antifungica

Los métodos para evaluar la actividad de aceites esenciales sobre
bacterias y hongos suelen ser similares, variando la preparacion del in6culo,
medio de cultivo, temperatura y el tiempo de incubaciéon (Cowan, 1999). Es por
ello, que para los hongos los medios de aislamientos son los siguiente: Agar
Sabouraud, agar saboraud dextrosa, agar saboraud dextrosa mas
cicloheximida, agar lactrimel, infusién cerebro corazén, entre otros. En cuanto,
al tiempo de incubacion es distinto, dependiendo del tipo de hongo
aproximadamente 7-15 dias, ya que, los hongos tardan en crecer (Whittaker,
1969; Casas, 1994).

Los principales métodos de evaluacién preliminar de la actividad
antimicrobiana se encuentran los métodos cualitativos y métodos
cuantitativos. La primera, incluye difusién en disco y difusion del pozo en agar,
mediante los cuales se determina en forma cualitativa el efecto antimicrobiano
de las sustancias obtenidas de plantas sobre los microorganismos de interés,
los resultados obtenidos se expresan midiendo el diametro de los halos de
inhibicion producido por la sustancia antimicrobiana (Burgess, Jordan, Bregu,
Mearns y Boyd,1999).
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La segunda, participan los métodos de dilucion que son apropiados para
la determinacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana. Otra técnica muy
utilizada es la denominada concentracion minima inhibitoria (CMI), se define
como la concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento visible del
microorganismo. Esta técnica puede ser mejorada con la ayuda de indicadores
redox, que son utilizados generalmente para la determinacion del

crecimiento/viabilidad microbiana (Burgess y cols., 1999).

Método cualitativo

Método de difusion: es un método que se desarrolla de acuerdo a la
relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para
inhibir una cepa de microorganismos y el halo de inhibicion de crecimiento en
la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y que se
encuentra sembrado de forma homogénea con el microorganismo a estudiar.
Esta técnica se puede realizar ya sea en pozo o disco ya que actualmente
ambos se encuentran estandarizados y son recomendados por el Subcomité
de ensayos de susceptibilidad del NCCLS (Burgess y cols., 1999).

Método de difusién de disco en agar Kirby-Bauer: Se realiza la
inoculacién y siembra sobre la superficie de los agares, Saboreaud-Dextrosa
(levadura), se prepara un inoculo del microorganismo a evaluar para esto se
toma una azada de un cultivo puro de dicho microorganismo y se suspende en
solucién salina fisiolégica estéril, luego se comparar por turbidez con el patrén
de Mc Farland, posteriormente el microorganismo es inoculado en la superficie
de una placa de agar se coloca un papel filtro de 6 mm de diametro sobre la
placa impregnado de la sustancia a probar, posteriormente se miden los halos
de inhibicion incluyendo el diametro de los discos. Una desventaja que se
presenta cuando la sustancia a probar es una sustancia natural es el papel

filtro Whatman debido a que contiene celulosa y esta posee grupos hidroxilos
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libres presentes en cada glucosa haciendo que la superficie del disco sea
hidrofilica actuando directamente con algunos compuestos cationicos de los
productos naturales absorbiéndolos en la superficie del disco impidiendo la
difusion de estos en el agar (Bauer, Kirby, Sherris y Turck, 1966).

El diametro del area de inhibicion alrededor del disco puede ser
convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, o R) de
acuerdo a tablas publicadas por el CLSI.

. Sensible (S): Si existe una buena probabilidad de éxito
terapéutico en el caso de un tratamiento a la dosis habitual.

. Resistente (R): La probabilidad de éxito terapéutico es nula o
muy reducida. No es de esperar ningun efecto terapéutico sea cual fuere el
tipo de tratamiento.

. Sensibilidad Intermedia (Sl): Cuando el éxito terapéutico es
imprevisible. Se puede conseguir efecto terapéutico en ciertas condiciones, es
decir, se necesita fuertes concentraciones locales o aumento de la posologia.
(Bauer y cols., 1966).

Método de difusion de disco en pozos: Se deposita el inéculo y se
siembra sobre las superficies del agar selectivo estipulado para este método;
seguido de ello se hacen los pozos sobre la superficie del agar con el apoyo
de un sacabocados estéril de 6 mm de didmetro y en cada uno de ellos se
deposita de 10 a 25 L de los extractos a evaluar, estandares (control positivo
y negativo) y blanco por triplicado, se deja reposar por espacio de 30 min (para
evaporar el liquido), finalmente se incuba con la caja invertida a 352 °C por
24 h para bacterias y a 29+2°C por 48 h en caso de levaduras, posteriormente

se miden los halos de inhibicion (Burgess y cols., 1999).
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Método cuantitativo

Método de dilucién: una cantidad de extracto de planta 0 compuesto
activo, es mezclado con una cantidad de medio de cultivo. Puede ser llevado
a cabo tanto en medio solido como en medio liquido. La concentracion final
deseada debe ser considerada m/v o v/v con respecto al medio de cultivo
(Hassan, Rahman, Deeba, y Mahmud, 2009).

Dilucidn en agar: en esta técnica el agar es mezclado con una cantidad
de extracto de planta o compuesto activo para obtener una concentracion final
con el medio. En el caso de no conocer su concentracion, podria agregarse
una alicuota en peso (mg, pg) aforando a un volumen final, es decir, si
tuviésemos una alicuota de 100 pug y completaramos el volumen con el medio
de cultivo a 1 mL tendriamos una concentracion de 100 pg/mL. Para este
método, la concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la menor
concentracion capaz de inhibir ‘al microorganismo y por lo tanto no hay
crecimiento visible (Hassan y cols., 2009).

Dilucién en medio liguido: también llamado dilucion en caldo, se
procede de la misma forma descrita en el parrafo anterior para obtener una
concentracion final del extracto en el medio. La diferencia radica en la
interpretacion de los resultados se realiza de manera diferente, por
turbidimetria e indicadores redox, que son utilizados generalmente para la
determinacién del crecimiento/viabilidad microbiana. Para este tipo de técnicas
se requiere un espectrofotometro, en el cual, se realizan lecturas a una
densidad optica (DO) de 600 nm para la determinacion de crecimiento
microbiano y de 540-570 nm cuando se utiliza redox. La CMI se considera
aguella concentracion en la que no haya Vviabilidad por lo
tanto no hay cambio. Las desventajas de la turbidimetria se presentan en
aguellos compuestos no solubles que pudieran interferir con la lectura, es por

ello que se debe aplicar un blanco que contenga medio de cultivo y el
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compuesto en cuestion sin adicion del microorganismo como control de
crecimiento (Hassan y cols., 2009).

En los indicadores redox, los mas utlizados son el
bromuro de difeniltetrazolio (MTT) y resazurina. En la técnica de
difeniltetrazolio consiste en la conversion del MTT a formazan esto es mediado
por las células metabdlicamente activas, produciendo un color purpura
directamente proporcional a la viabilidad celular. Una vez obtenido el formazan
los cultivos deben ser centrifugados para recuperar el mismo formazan, al cual
se le adiciona dimetil sulfoxido (DMSO) para disolverlo, finalmente se lee a una
en el espectrofotometro a una densidad 6ptica de 540-570 nm. En la técnica
redox por la técnica de resazurina, esta se fundamenta en la reduccion de
resazurina a resofurina, por las células metabolicamente activas, produciendo
un color rosa directamente proporcional a las células viables, se incuba, se
observa el cambio de color y se lee en el espectro. La CMI para estas técnicas
se considera aquella concentracion en la que no haya viabilidad por lo tanto
no hay cambio de color (Hassan, y cols., 2009).

Macrodilucion: se prepara una serie de tubos de caldo de cultivo o agar
con concentraciones de la sustancia antimicrobiana de mayor a menor,
posteriormente se inoculard la cepa o microorganismo de referencia y el
resultado se comprobara por la ausencia de turbidez del medio. Todos los
tubos de la macrodilucion se incuban a 35°C y se observa cada dia la presencia
de crecimiento comparando con el tubo control (Murray, Baron y Pfaller, 2003).

Microdilucidn: se denomina asi porque involucra pequefos volimenes
de caldo, se procesa en un medio liquido, pero en placas de poliestireno con
96 micropozos en lugar de tubos, utilizando concentraciones conocidas de la
sustancia antimicrobiana. Las placas para microdilucion se incuban a 35°C y
se observan por la presencia de crecimiento visible. Los pozos para

microdilucion se observan con la ayuda de un espejo lector y el crecimiento de
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cada pozo es comparado con el crecimiento del pozo control negativo (Murray
y cols., 2003).

Método de E-Test: es un método cuantitativo de difusiébn en agar,
consiste en aplicar sobre un medio de cultivo, donde se encuentra ya el
microorganismo de referencia sembrado o inoculado, unas tiras plasticas que
llevan incluidas un gradiente de concentracion de un determinado antibiotico
determinando en el mismo estudio la concentracién minima inhibitoria (CIM),
luego se incuba por 24 horas a temperatura de 37 °C, donde se evidenciara el
halo de inhibicion en forma de elipse llegando hasta el marcador de la

concentracion del antibiético (Martin, Peman y Rubio, 2001).

Pruebas de susceptibilidad Antifungigrama

El CLSI (Committee for Clinical and Laboratory Standards) y el EUCAST
(European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing) han
desarrollado métodos de referencia reproducibles, aunque laboriosos, para
determinar la sensibilidad a los antifungicos de levaduras y hongos
filamentosos. Para la interpretaciéon de estos métodos se han definido una
serie de conceptos: concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la
concentracion mas baja de antifingico que inhibe el crecimiento del
microorganismo y el otro método es concentracién minima efectiva (CME), que
es la concentracion mas baja de candida que produce un cambio morfologico
(colonias pequefias, redondeadas y compactas, en lugar de hifas) y se utiliza
para definir la actividad de las candidas sobre hongos filamentosos a traves
de puntos cortes (Quindes, Salesa, Carrillo,1994).

Método para dermatofitos: se realiza un estudio in vitro el cual debe
tener en cuenta que estos microorganismos tienen un lento crecimiento y los
meétodos de propagacion para los hongos filamentosos se deben de modificar

segun cada microorganismo; el Instituto de Estandares Clinicos y de
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Laboratorio (CLSI), recomienda utilizar medio de cultivo sélido (CLSI, 2020;
NCCLS, 2020).

Para ello, se prepara el inoculo de la cepa a evaluar por picadura en
medio Lactrimel, se incuba por 7-15 dias a 25 °C para la formacién de micro y
macroconidias. Se cosechan las conidias en tubo cénico estéril con agua
destilada estéril; se cuentan las conidias en un hematocitdmetro y se ajusta la
densidad a 1x10° conidias/mL. Luego se inoculan placas de medio solido
Mueller-Hinton con ayuda de un hisopo, se espera a que se seque la superficie
del medio, se adicionan 10 uL del agente a evaluar sobre un disco de papel
filtro estéril de 6 mm de didmetro; una vez seco el disco, con ayuda de pinzas
se coloca sobre la superficie del agar, se incuba bajo las condiciones antes
mencionadas. Al concluir el periodo de incubacion se observa la presencia de
un halo de inhibicion alrededor del disco y se mide su diametro (CLSI, 2020;
NCCLS, 2020).

Método para levaduras: Para la preparacion del indculo se realiza un
subcultivo en agar dextrosa Sabouraud o agar papa dextrosa, se incuba a una
temperatura 35 °C, por un periodo de tiempo dependiendo del microorganismo
a prueba. Posteriormente se prepara una suspension en solucion salina 0,85
% o agua estéril con 0,5-2,5 x 1058 UFC/mL. Se preparan placas con medio
de cultivo RPMI-1640 adicionado con acido 3-morfolinopropano-1-sulfénico
(MOPS) 0,165 M a pH 7,0 £ 0,1. Los agentes antimicrobianos a evaluar se
preparan a diferentes concentraciones y se agregan 0,1 mL de estas
soluciones en medio a tubos de ensayo estériles; después se agregan 0,9 mL
de la solucion de dilucién, se incuba bajo las condiciones mencionadas
anteriormente. Para la interpretacion de los resultados se observa la turbidez
de los tubos contrastandolos con los controles (CLSI, 2020).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Fungicida (CMF) para dermatofitos: Para la determinacion de la CMI se

sigue el método de microdilucién establecido por la LCSI M38-A para hongos
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filamentosos. Se prepara un inoculo de conidias a una densidad Optica de
0,08-0,1 UA, se realiza la lectura en un espectrofotometro a 625 nm, de esta
solucion se toma una alicuota y se hace una dilucién 1:50 en medio RPMI-
1640, por otra parte, se preparan una serie de diluciones de farmaco a evaluar.
En una placa de 96 pocillos se colocan 100 pL de la solucion diluida de
conidias mas 100 pyL de la dilucion de los farmacos y controles.
Posteriormente, se incuban a las mismas condiciones antes mencionadas por
7 dias. Al término de estos dias, se observan los pocillos para verificar el
crecimiento de los microorganismos. La CMI es la Gltima concentracién donde
hay inhibicion del crecimiento; de estos pocillos se toma una asaday se inocula
en medio solido Mueller-Hinton y se incuba bajo las mismas condiciones por 7
dias, la CMF corresponde a la concentracion donde no hay crecimiento (CLSI,
2020; NCCLS, 2020).

Las galerias biomérieux SA son otro método para levaduras y
determinar la sensibilidad de las levaduras hacia los antifungicos, en medio
semi sélido, incluyen 16 pares de cupulas. Cuatro pares de cupulas no tienen
antifangico y sirven de testigo de cultivo. Los otros pares contienen antifangico
en dos concentraciones (c y C) para categorizar las cepas. Dos antifingicos
se encuentran presentes en varias concentraciones, lo que permite completar
la respuesta mediante una CMI (Quindes, Salesa, y Carrillo, 1994).

La levadura a analizar es colocada en suspension, luego transferida al
medio de cultivo e inoculada en la galeria. Tras 24-48 horas de incubacion, la
lectura del crecimiento se hace en forma visual o con el sistema de API. El
resultado obtenido permite clasificar la cepa como sensible, intermedia o
resistente, o suministrar una CMI utilizando 5-Fluorcitocina y Anfotericina B
(Quindes, Salesa y Carrillo, 1994).
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Definicion Operacional de Términos

o Aquenios: es un tipo de fruto seco producido por numerosas
especies de plantas de flor (Invernén y Gonzalez, 2012).

o Arvenses: son todas aquellas especies vegetales que crecen de
forma silvestre en un ecosistema agricola y que compiten por agua y nutrientes
con las plantas del cultivo. Su hombre comdn es maleza o mala hierba y por
lo general cuentan con gran facilidad para extenderse, esto se debe a que en
la mayoria de las ocasiones son especies endémicas muy adaptadas al medio
ambiente (Invernon y Gonzélez, 2012).

o Emplasto o cataplasma: es una pasta de uso tépico que se
obtiene a partir de plantas y otras sustancias con propiedades medicinales. El
preparado suele tener una textura blanda, célida y himeda, la cual se aplica
en la zona de dolor para disminuir la inflamacion (Sanchez, 2006).

. Esporas: Las esporas son formadas por los hongos y liberadas
para crear nuevos hongos. Las esporas son células reproductivas haploides
gue se encuentran en algunas bacterias, plantas, algas, hongos y protozoos
(Casas, 1994).

o Fungistatica: es el nombre que reciben los agentes capaces de
suspender el crecimiento y el desarrollo de los hongos, o la germinacion de
sus esporas. A diferencia de los fungicidas, los fungistaticos no matan
necesariamente a los hongos, pero si los paralizan y los detienen (Casas,
1994).

o Gemacioén: El hongo desarrolla una nueva parte de su cuerpo, la
cual eventualmente se rompe. Esta parte luego se convierte en un “nuevo’
organismo (Casas, 1994).

o Monocérpica: plantas que florecen solo una vez y después

mueren (Invernén y Gonzélez, 2012).
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o Palatabilidad: se emplea para aludir a la cualidad de un alimento
que resulta agradable al paladar (Sanchez, 2006).

o Plantas no vasculares: absorben el agua directamente de la
atmosfera y carecen de tejidos conductores y estructurales complejos para
favorecer el crecimiento, de ahi su tamafo reducido (Invernén y Gonzalez,
2012).

o Plantas vasculares: son las llamadas plantas superiores o
cormdfitas que forman parte de la flora. Su principal caracteristica es que
presentan una diferenciacion real de tejidos en raiz, tallo, hojas, flores. Las
plantas vasculares cuentan con tejidos conductores y estructurales complejos
que otorgan a la planta una base con la que crecer de forma méas éptima

(Invernén y Gonzalez, 2012).
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Operacionalizacion de las Variables

Tabla 4. Operacionalizacion de la variable dependiente actividad

antifingica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F.

Blake), Cuatrec.

1. Variable

2. Tipo de
variable

3. Definicién

conceptual

Actividad antifungica
del aceite esencial de
las hojas de Ruilopezia
marcescens (S.F.

Blake), Cuatrec.

Dependiente

Discreta

inhibir,

estabilizar y eliminar el

Capacidad de

crecimiento de Hongos
(Casas, 1994).

4. Definicién

operacional

5. Dimensiones

6. Indicador

El método de difusion
en agar (método de

Kirby Bauer)

Sensible
Intermedia

Resistente

Tamano del halo de
inhibicion del crecimiento

fungico en milimetros.

Fuente: Hernandez y Aparicio, 2023.
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Tabla 5. Operacionalizacion de la variable independiente

Caracterizacion quimica del aceite esencial de las hojas Ruilopezia

marcescens (S.F. Blake), Cuatrec.

1. Variable

2. Tipo de

variable

3. Definicién

conceptual

Caracterizacion
guimica del aceite
esencial de las hojas
de Ruilopezia
marcescens (S.F.

Blake), Cuatrec

Independiente

Comprende una mezcla
varios compuestos quimi-
cos, a partir de una fuente
natural en proporciones
considerables para ser
tomados en cuenta, como
componentes importan-
tes del aceite esencial

(Bruneton, 2011).

4. Definicion

operacional

5. Dimensiones

6. Indicador

Cromatografia de
Gases acoplada a la
Espectrometria de
Masas (CG-EM).

Moléculas activas:

Monoterpenos,
Sesquiterpenos y

Diterpenos.

Comparacion del indice
de Kovats con las
diferentes bases de datos
identifi-

para lograr la

cacion de los com-

puestos.

Fuente: Hernandez y Aparicio, 2023.
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Hipotesis

En vista de que existen estudios realizados con anterioridad, donde se
demuestran que los aceites esenciales pertenecientes a la familia Asteraceae
y la sub-tribu Espeletiinae han reportado actividad antifingica, es de esperarse
que el aceite esencial de las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake),
Cuatrec, presente actividad antifungica frente a microorganismos de referencia
internacional Candida albicans y Candida krusei.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

En el 2010 Hurtado, sefiala que el tipo de investigacion alude al grado
de profundidad y clase de resultado a lograr en la investigacién. En tal sentido,
esta investigacion es de tipo confirmatoria, ya que se fundamentod en una serie
de mediciones y calculos que se realizaron con la finalidad de comprobar la
actividad antifingica que posee el aceite esencial de las hojas de Ruilopezia
marcescens (S.F. Blake), Cuatrec, frente a una cepa de referencia de

internacional Candida albicans y Candida krusei.

Disefio de la Investigacion

Hurtado (2010) refiri6 que el disefio tiene relacion con el donde y el
cuando se recopila la informacion necesaria y la amplitud de la misma, con el
fin de responder la interrogante planteada. De acuerdo a lo citado
anteriormente, el disefio de esta investigacién es experimental, debido a que
el investigador interviene sobre la variable independiente para analizar sus
posibles resultados; por lo tanto, se estudia la caracterizaciéon quimica de las
hojas Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec , donde se evalud la
actividad antifingica del aceite esencial obtenidos en la especie y de campo
ya que la muestra se recolecté en el area de desarrollo en la carretera via
paramo Recoleccién en el Paramo de El Batallébn a 4,5 Km del cruce entre la

via Pregonero y la Grita estado Tachira.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacién

Se entiende por la poblacion el conjunto finito o infinito de elementos
con caracteristicas comunes, para los cuales seran extensivos las
conclusiones de la investigacién (Arias, 2006). La unidad de investigacion de
este estudio esta representada por la especie Ruilopezia marcescens (S.F.

Blake), Cuatrec.

Seleccion del Tamafio de la Muestra

Se entiende por muestra al subconjunto representativo y finito que se
extrae de la poblacion accesible (Arias, 2006). Para esta investigacion la
muestra esta representada por las hojas frescas de Ruilopezia marcescens
(S.F. Blake), Cuatrec.

Sistema de Variables

Variable independiente

Las variables independientes son las causas que agregan y explican los
cambios en la variable dependiente (Arias, 2006). En este caso la variable
independiente es la caracterizacion quimica del aceite esencial de las hojas
Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec, ya que, dependiendo de las
concentraciones de dichos componentes puede variar la susceptibilidad

antifungica.
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Variable dependiente.

Las variables dependientes son aquellas que se modifican por
accidente de la variable independiente, constituyen los efectos o
consecuencias que se miden (Arias, 2006). Para esta investigacion la actividad
antifingica es una variable dependiente debido a que esta puede aumentar o
disminuir de acuerdo con las proporciones de los compuestos del aceite

esencial de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake).

Instrumentos de recoleccidn de datos

El instrumento se define como una ayuda o una serie de elementos que
el investigador construye con la finalidad de obtener informacion, facilitando
asi la medicion de los mismos (Tamayo, 2007). Para la recoleccion de los
datos en este estudio, se emplearon tablas elaboradas, en las cuales se
consignaron las caracteristicas fisicas, cromatograma, composicién quimica
del aceite esencial, actividad antifungica del aceite esencial en estudio como

resultados al trabajo de la investigacion.
Procedimiento de la Investigacion
Recolecciéon de la muestra
La recoleccion de las hojas frescas de Ruilopezia marcescens S.F.
Blake), Cuatrec, se realiz6 en el estado Mérida lugar recoleccién en el Paramo
de El Batallon a 4,5 Km del cruce entre la via Pregonero y la Grita estado

Tachira. Un voucher correspondiente (RA06) fue depositado en el MERF

Herbario de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes.
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Obtencion de los aceites esenciales

Se utilizaron 6,980 gramos de las hojas frescas de la especie en
estudio, las cuales fueron lavadas, licuadas y colocadas en el equipo de
hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger con 5 L de agua. Al llegar
a su punto de ebullicion (80 °C), el material vegetal inicio el proceso de
extraccion y arrastre los componentes volatiles que forman parte del aceite
esencial de la planta.

El vapor formado pasé por un condensador, luego la mezcla de aceite
y agua fue recolectada en la trampa de Clevenger, donde se separaron por
diferencia de densidades, de esta manera se obtuvo el aceite esencial, el
procedimiento fue realizado durante 4 horas. Una vez hecha la destilacion se
procedié a recoger el aceite, se tomo de la trampa con una pipeta Pasteur y
se coloco sobre sulfato de sodio anhidro NazSO4 para eliminar la humedad.

El aceite libre de humedad, se almacend en la nevera bajo atmosfera
de nitr6geno para su posterior analisis, ver figura 27. Este procedimiento se
realizd en el Laboratorio “A” de Sintesis del Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes bajo la
asesoria por el Prof. Alfredo Usubillaga, el Prof. Luis Rojas y la Dra. Rosa
Aparicio.
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Figura 27: Hidrodestilacion empleando la trampa Clevenger.

Caracterizacion quimica del aceite esencial de las hojas de R.

marcescens

La identificacién de los componentes quimicos del aceite esencial de
las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec, se realizé mediante
la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG-EM), bajo la asesoria del Prof. Alfredo Usubillaga y el Prof. TLuis B. Rojas.

El aceite obtenido se analiz6 por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas utilizando un cromatdgrafo de gases marca Hewlet
Packard modelo 6890 con columna capilar HP-5 de 30 metros de largo y
equipado con un detector de masa marca Hewlett Packard modelo 5973. Los
espectros de masas que se obtuvieron mostraron informacién sobre el patron
de fragmentacion del compuesto, su masa molecular y porcentaje de similitud

con los compuestos contenidos en la sexta edicion de la base de datos Wiley
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Ms. Para el analisis se prepard una solucion de 20 pL de aceite en 1 mL de
éter dietilico.

De la muestra se inyect6 1,0 pL. El programa de temperatura que se
utilizé es el siguiente: iniciandose en 60 °C durante cero minutos, luego se
incrementd la temperatura a razon de 4 °C/min hasta 260 °C. El inyector se
mantiene a 200 °C y el detector a 280 °C. La relacion de reparto fue de 1:100.
La identificacion de los componentes se realizd por medio de la base de datos
computarizada Wiley MS Data, Sexta Ed (Adams, 2007). Para el célculo del
indice de Kovéts, se utilizé un cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer,
modelo Autosystem y se uso patrones de una serie de n-parafinas de Cz a Cz2
(Kovéts, 1958).

Actividad Antifungica

La actividad antifungica se realizd en el Laboratorio de Micologia, bajo
la asesoria de la Prof. Clara Diaz y el Prof. Alexander Moreno de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes.

Se utilizé para la evaluacion de la actividad antifangica, el método de
difusion en agar con discos descrita por (Martin, Pérman y Rubio, 2001), frente
a levaduras de referencia internacional: Candida albicans (ATCC 14053) y
Candida krusei (ATCC 6258).

Preparacién de las Placas

Preparacién de los Discos

Se utilizaron discos de papel de filtro de 6 mm de diametro estériles,
posteriormente se impregnaron con 10 pL del aceite esencial de las hojas
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Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec en una concentracion del 100 %
(Martin, Pérman y Rubio, 2001).

Preparacién de los In6culos Fungicos

El in6culo de cada cepa se preparo a partir de un cultivo puro y fresco
de 24 horas, provenientes de un medio de cultivo basico Agar Sabouraud
glucosa al 2 % (ASD), y se suspendié en 1 mL de solucion salina fisiologica
(SSF) estéril, se ajustd visualmente hasta alcanzar la turbidez equivalente al
patrén de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) descritas por (Velasco, Rojas,
Salazar, Rodriguez, Diaz, Morales y Rondén, (2007); Martin y cols., 2001).

Disco control

Para esta investigacion se utilizé6 de Fluconazol 25 pg para Candida
albicans y Voriconazol 25 pg para Candida krusei como discos de controles
positivos y a su vez el disco de dimetilsulféxido (DMSQO) que se utiliz6 como

control negativo (Martin y cols., 2001).

Determinacion de la actividad antifungica

Una vez ajustado la turbidez al patrén 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL)
se siembra en el Agar de MUeller Hinton modificado, posteriormente se colocé
con ayuda de una pinza estéril, los discos de papel filtro de 6 mm impregnados
con el aceite puro extraido de la planta en estudio, también se habilit6 el disco
de control positivo y disco control negativo, se dejé a temperatura ambiente
por 30 min y posteriormente se llevd a incubar a 37 °C por 24 a 48 horas.

Finalmente, se realiz6 la lectura de los resultados si hubo o no actividad
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antifangica, la cual se evidencia con la formacion de un halo de inhibicién

alrededor del disco y se reporta si inhibe o no inhibe.

Disefio de Anéalisis

(Hernandez, Fernandez, y Baptista, 2006) refirieron que existen dos
tipos de enfoques de Investigacion: cualitativo y cuantitativo. La metodologia
cuantitativa se basa en métodos de recoleccion de datos con medicion
numeérica y analisis matematico mientras que la metodologia cualitativa se
basa en los principios tedricos desarrollados en la investigacion.

Podemos decir, que esta investigacion tuvo un enfoque cuantitativo,
fundamentado en una revision bibliografica de la especie de la planta a
desarrollar, donde se observé si tiene actividad antifingica, en consecuencia,
se analizo los resultados obtenidos en funcion de la técnica in vitro utilizado,

frente a las cepas Candida albicans y Candida krusei.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

De los 6,980 g hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec,
se obtuvo 3,8 mL del aceite esencial, por el método de hidrodestilacion con la
trampa de Clevenger. Con respecto a las propiedades fisicas, el aceite
esencial presentd un color ligeramente amarillo, una densidad de 0,835 g/mL,
el rendimiento 0,054 % y un indice de refraccion de 1,4953, ver tabla 6 y figura
28.

Tabla 6. Caracteristicas fisicas del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia

marcescens (S. F. Blake) Cuatrec.

Caracteristicas del
aceite esencial

Ruilopezia marcescens
(S. F. Blake) Cuatrec

Parte usada

Hojas frescas

Cantidad (g) 6,980 g
Cantidad 3,8 mL
Aspecto Transparente

Color Ligeramente amarillo
Olor Caracteristico
Rendimiento 0,054 %
indice de refraccion 1,4953
Indice de rotacion -21,242
Densidad 0,835 g/mL

Fuente: Hernandez, Aparicio y tRojas (2023).
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Figura 28: Aceite esencial de Ruilopezia marcescens (S.F.
Blake).

El andlisis mediante la Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas, reflejé la presencia de 49 compuestos quimicos, es
por ello, que los componentes mayoritarios fueron: el Germacreno D (24,86
%); el a-pineno (22,38 %); p-cimeno (7,35 %), a-felandreno (6,34 %), ©-
amorfeno (3,88 %), o-terpineol (1,50 %) y Kaurenal (0,41 %). Estas
estructuras quimicas estan relacionadas con la actividad biolégica presentes
en el aceite esencial. Por lo tanto, los compuestos volatiles identificados
fueron representado por: Hidrocarburos Alifaticos Insaturados 1,13 %,
Hidrocarburos Monoterpénicos 41,46 %, Monoterpenos oxigenados 6,79 %,
Hidrocarburos Sesquiterpénicos 42,40 %, Sesquiterpenos oxigenados 4,50
%, Diterpenos 0,41% e Hidrocarburos aromatico oxigenado 0,75 %. Estos
compuestos quimicos representan el 97,04 % del total del aceite, los datos se
pueden apreciar en la tabla 7 y en la figura 29, del cromatograma de CG-EM.
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Tabla 7. Composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia

marcescens (S. F. Blake) Cuatrec

Pli\lco (&'iF;) A(('E/‘j)a Sustancia [.Kret | I.Kcalc
1 3,79 0,73 2-Hexen-1-ol 797 869
2 5,08 22,38 a—pineno 939 937
3 516 0,15 Cafeno 954 940
4 5,93 0,84 Sabineno 975 969
5 6,02 1,85 f-pineno 979 972
6 6,30 0,28 Mirceno 990 982
7 6,68 6,34 a-felandreno 1002 994
8 6,99 0,26 o-terpineno 1017 1003
9 7,20 7,35 p-cimeno 1024 1009
10 7,31 1,22 D-limoneno 1029 1012
11 7,39 0,76 1,8-cineol 1031 1015
12 8,14 0,49 y terpineno 1059 1046
13 8,39 0,72 Cis-sabineno hidrato 1070 1056
14 9,01 0,30 a-terpinoleno 1088 1082
15 9,32 0,33 Trans-sabineno hidrato 1098 1095
16 9,45 0,17 Nonanal 1100 1099
17 9,82 0,23 4,8-dimetil-1,3,7 nonatrieno - 1113
18 10,01 0,33 Cis p-2-menteno-1-ol 1121 1121
19 10,57 0,22 Trans-p-2-menteno-1-ol 1140 1140
20 10,75 0,21 Trans-verbenol 1141 1146
21 11,76 1,83 Terpineno-4-ol 1177 1179
22 12,19 1,50 a-terpineol 1188 1192
23 12,38 0,49 Mirtenol 1195 1197
24 14,21 0,40 Geraniol 1252 1256
25 18,62 0,42 p—elemeno 1390 1395
26 19,33 0,88 Cis a-bergamoteno 1412 1415
27 19,48 1,77 Trans-cariofileno 1419 1419
28 19,96 2,38 Trans a-bergamoteno 1434 1437
29 20,18 2,15 Z-f-farneseno 1442 1445
30 20,52 0,60 a-humuleno 1454 1457
31 20,59 1,01 E-p-farneseno 1456 1459
32 20,77 0,75| Ageratocromeno 6-demetoxi 1463 1466
33 21,41 24,86 Germacreno D 1485 1488
34 21,53 0,25 fselineno 1490 1492
35 21,66 0,25 o-selineno 1492 1496
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Tabla 7. Composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia
marcescens (S. F. Blake) Cuatrec. (Continuacion.)

Pli\lco (&'iF;) A(r;f)l Sustancia I.Kref I.Kcalc
36 21,73 0,54 Valenceno 1496 1498
37 21,83 1,46 Biciclogremacreno 1500 1502
38 22,15 3,88 s—amorfeno 1512 1512
39 22,61 0,59 o-cadineno 1523 1527
40 22,85 1,11 Trans-y-bisaboleno 1531 1535
41 23,61 0,25 Germacreno B 1561 1558
42 23,75 0,83 E-nerolidol 1563 1563
43 24,14 0,60 Germacreno D-4-ol 1575 1574
44 24,20 0,95 Espatulenol 1578 1576
45 | 24,36 0,30 Oxido cariofileno 1583 1581
46 26,36 0,65 7-muurolol 1642 1647
47 27,15 0,57 a-bisabolol 1685 1679
48 27,80 0,20 Noolkatol 1715 1705
49 40,99 0,41 Kaurenal* - 2233

Hidrocarburos Alifaticos Insaturados (%) 1,13

Hidrocarburos Monoterpénicos (%) 41,46

Monoterpenos oxigenados (%) 6,79

Hidrocarburos Sesquiterpénicos (%) 42,40

Sesquiterpenos oxigenados (%) 4,50

Diterpenos (%) 0,41

Hidrocarburos aromatico oxigenado (%) 0,75

Total identificado 97,04

T. R: Tiempo de retencion de los componentes. % Area: area relativa. 1Krer.
indice de Kovats tomado de la bibliografia (Adams, 2007). IKcac. indice de
Kovats calculado con la temperatura programada en la columna HP-5 MS.
*Identificado por comparacién directa con una muestra autentica.

Fuente: Hernandez, Aparicio y tRojas (2023).
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Figura 29: Cromatograma general del aceite esencial de las hojas de R.

marcescens (S.F Blake) Cuatrec.
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Fuente: Hernandez, Aparicio y TRojas (2023).

La composicion quimica del aceite esencial de las hojas de R.
marcescens (S.F Blake) Cuatrec, se encontr6 el componente con mayor
proporcion fue el Germacreno D, el cual, juega un papel importante como
precursor de muchos otros sesquiterpenos, puede tener efecto repulsivo
contra herbivoros (Bruneton, 2011), de ejercer con actividad insecticida contra
mosquitos (Kiran y Devi, 2007). También, el Germacreno D posee actividad
antibacteriana (Aparicio, 2018). Asi como efecto repelente contra afidos
(Bruce, 2005) y garrapatas (Birkett y cols., 2008; Bruzual y cols., 2015).

Otras investigaciones proporcionadas por Aparicio y cols., 2001 logran
estudiar el aceite esencial de las hojas de varias especies de Ruilopezia tales
como R. atropurpurea reporta el Germacreno D (0,7 %) y limoneno (40,0—

48,8%); en R. floccosa el a-pineno (28,2%) y Germareno D no estuvo
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presente; para R. lindenii el Germacreno D (11,4 %) y en R. marcences el
Germacreno D (33,5%) al inicio de la época de floracion y al final de la misma
(24,9 %) correspondiente al mes de enero. Ademas, Alarcon, Pefa, Velasco,
Baptista, Rojas, Aparicio y Usubillaga, 2015 reportan que el aceite esencial de
R. bracteosa (Standl.) Cuatrec. Presenta B-mirceno (34,2 %), a-pineno
(24,3%), 7-epi-a-selineno (9,1%), B-pineno (8,5%) y Germacreno B (0,9 %)
como componentes mayoritarios. Conjuntamente, Pérez, Rojas y Aparicio,
2017 estudiaron la composicion del aceite esencial de R. lindenii (Sch.Bip. ex
Wedd.) Cuatrec., recolectada en dos altitudes del sector de San José, via
Mucutuy, en el Estado Mérida (Venezuela) y encontraron que los
componentes mayoritarios en una altura de 2870 metros fueron: trans-
cariofileno (30,9 %), 6xido de cariofileno (12,3 %), espatulenol (11,7 %) a-
pineno (5,0 %) y AR-curcumeno (4,3 %) y a otra altura de 3048 metros: trans-
cariofileno (18,7 %), oxido de cariofileno (8,9 %), espatulenol (13,5 %),
silfiperfol-6-eno (11,2 %), a-pineno (4,5 %), kaurenal 2,94 %, AR-Curcumeno
(6,4 %) y no hubo presencia de Germacreno.

Por lo tanto, los aceites esenciales de las especies del género
Ruilopezia anteriormente mencionadas, muestran un alto contenido de
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, los resultados obtenidos en
esta investigacion son coherentes con los andlisis anteriores realizados, pero
se diferencia de las demas especies, en el contenido de Germacreno-D, ya
qgue, en otras especies del género Ruilopezia, este compuesto esta presente
en menor proporcién. En cambio, para Ruilopezia marcescens representa el
(24,86 %), como componente mayoritario siendo asi su principal caracteristica
diferenciable.

En cuanto a la actividad antifingica del aceite esencial de las hojas de
Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec, no mostr6 actividad inhibitoria,
ver tabla 8 y figura 30 (RM 01).
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Tabla 8. Actividad antifungica del aceite esencial de las hojas de Ruilopezia

marcescens (S. F. Blake) Cuatrec.

Zona de Inhibicion (mm)*

Microorganismos Control Positivo

AE FLU VOR
Candida albicans
ATCC 14053 NA 50* -
Candida krusei

NA
ATCC 6258 - 20*

AE: aceite esencial, FLU: Fluconazol (25 pg); VOR: Voriconazol (25 ug); NA:
no activo; *Zona de inhibicion en mm, didmetro del disco 6 mm, media
tomada de dos ensayos consecutivos.

Fuente: Hernandez, Aparicio y Diaz (2023).

Figura 30. Actividad antifangica del Aceite esencial obtenido de las hojas de
Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), frente a Candida albicans y Candida

krusei

Candida albicans Candida krusei

Fuente: Hernandez, Aparicio y Diaz (2023).

101



El aceite esencial de las hojas de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake),
Cuatrec, de la familia Asteraceae en dicha investigacion no mostré actividad
que inhiba el desarrollo de los hongos Candida albicans y Candida krusei
respectivamente. Este es el primer reporte sobre la actividad antifingica del
aceite esencial de R. marcescens. Sin embargo, Cordero, Diaz, Rojas,
Aparicio, Velasco, Usubillaga y Colmenares, 2017 realizaron una investigacion
sobre los aceites esenciales de las partes aéreas de Coespeletia
moritziana, Espeletia schultzii y Coespeletia timotensis, fueron obtenidos por
hidrodestilacion y analizados por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM). Los rendimientos fueron de 0,8 mL, 1 mL
y 0,5 mL respectivamente. Los componentes mayoritarios encontrados para
Coespeletia moritziana fueron: B-felandreno (28,42 %), a-pineno (25,16 %), B-
pineno (10,05 %) y kaurenal (4,63 %); para la especie Espeletia schultzii: a-
felandreno (15,34 %), limoneno (14,52 %), mirceno (12,1 %) y a-pineno (7,74
%); y por ultimo, en Coespeletia timotensis fueron: B-felandreno (48,08 %), a-
pineno (21,68 %), B-pineno (8,68 %) y por ultimo y-cadineno (3,98 %). La
actividad antifungica la evaluaron por el método de difusion en agar con discos
modificado contra Candida albicans CDC B-385 y Candida krusei ATCC 625.

Los aceites esenciales de las especies de Coespeletia inhibieron el
desarrollo de Candida albicans y Candida krusei con halos de inhibicion que
oscilaron entre 7 y 10 mm de didmetro y valores de CMI entre 110y 510 pug/mL.
El aceite esencial de Espeletia schultzii fue activo solo contra Candida albicans
con halos de inhibicién que oscilaron entre 7 mm de diametro y valores de CMI
210 pg/mL. Por lo tanto, el aceite esencial de las especies de Coespeletia
tienen actividad contra Candida albicans y Candida krusei, es importante
mencionar que Coespeletia moritziana mostré mejor actividad contra las cepas
de Candida krusei con un halo de inhibicion de 110 pg/mL. En cambio, la

especie Espeletia schultzii solo mostro actividad contra Candida albicans.
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Esto quizds se deba al a-pineno y pB-felandreno, componentes
mayoritarios en las especies de Coespeletia perteneciente a la Asteraceae,
por lo general estos compuestos se encuentran dentro de esta familia, a las
cuales, se les ha atribuido actividad antifangica (Naranjo, 2010; Quiroga,
Sampietro y Vattuone, 2001). En referencia al estudio anterior, se correlaciona
con esta investigacion, ya que, el aceite esencial de las hojas de Ruilopezia
marcescens (S.F. Blake) Cuatrec, posee una concentracion de a—pineno
(22,38 %) y a—felandreno (6,34 %), este ultimo, esta en menor proporcion en
comparacion al estudio anterior, lo cual, le puede atribuir a la poca potencia
antifangica.

Ademas, Bruzual, Guzman, Crescente y Lanza, 2015 realizaron una
investigacion sobre el aceite esencial de Wedelia calycina (Asteraceae), fue
analizado por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM) su
componente mas significativo relacionado a actividad biolégica fue el
Germacreno D (8,83%), también presenta otros compuestos tales como -
sesquifelandreno (7,87%) y oOxido de cariofileno (5,10%). La actividad se
valoro utilizando el método de difusiéon en agar, dicho aceite esencial si tuvo
actividad antibacteriana pero no obtuvo actividad antifingica para las cepas
de Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Curvularia lunata, Penicillum hirsutum
y P. expansus y Candida albicans.

El estudio anterior, se relaciona con esta investigacion, ya que, el aceite
esencial de las hojas Ruilopezia marcescens de la familia Asteraceae, su
componente mayoritario también es el Germacreno-D (24,86 %), el cual, no
fue activo contra Candida albicans y Candida krusei, esto posiblemente se
deba a que los hongos poseen una pared celular rigida, constituida por quitina
y glucano, ademas de membrana celular de ergosterol. Al contario de las
bacterias que no lo poseen y solo tienen pared celular constituida

principalmente de peptidoglucano.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De las hojas frescas de la especie Ruilopezia marcescens (S.F. Blake),
Cuatrec se obtuvo 3,8 mL del aceite esencial con un rendimiento de 0,054 %.

El andlisis por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas CG/EM), mostré la presencia de 49 compuestos quimicos que
constituyen el 97,04 % de las sustancias presentes en las hojas de Ruilopezia
marcescens. Los principales componentes quimicos del aceite esencial
resultaron ser: Germacreno D (24,86 %), a-pineno (22,38 %), p-cimeno (7,35
%) y el a-felandreno (6,34 %), &-amorfeno (3,88 %), a-terpineol (1,50 %) y un
diterpeno como el Kaurenal (0,41 %) que es un compuesto que esta presente
en algunas especies del frailejon, lo cual, son un conjunto de estructura con
propiedades fitoquimicas y biolégicas.

La apreciacion de la actividad Antifungica fue desarrollada por el
método de difusion en agar con discos, frente a cepas fungicas de Candida
albicans y Candida krusei, demostrando la resistencia al aceite esencial de la
especie Ruilopezia marcescens, por lo tanto, no hubo actividad.
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Recomendaciones

Dar continuidad a la investigacion del género Ruilopezia propias de los
paramos andinos del estado Mérida Venezuela, de las cuales casi no existe
informacion bibliografica y con ello, tener un conocimiento en el
descubrimiento de nuevas especies vegetales con actividad terapéutica.

Continuar la investigacion relacionada con actividad citotoxica,
antioxidante, antiinflamatoria y antiparasitaria del aceite esencial de las hojas
de Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec.

Evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de las hojas la
especie Ruilopezia marcescens (S.F. Blake), Cuatrec. contra otras especies

productoras de micosis que son perjudiciales para la salud.
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