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RESUMEN

El género Tithonia cuenta con mas de 10 especies, es originario de Centroamérica pero
se encuentra ampliamente distribuido en el area tropical de diferentes continentes; este
género es frecuente en Venezuela, tanto en jardines como plantas semi-silvestres, y
pueden hallarse en zonas calidas como en zonas de clima templado, se han hecho
diversos estudios donde se contemplan la actividad antibacteriana de los extractos y
aceites esenciales de miembros de la familia Asteraceae y especificamente del género
Tithonia. Por lo tanto se realizd la extraccion del AE por el método de Hidrodestilacion
utilizando la trampa de Clevenger de las hojas y flores de Tithonia diversifolia (Hemsl.)
A. Gray, donde se obtuvo 1,2 mL de aceite a partir 1 kg de hojas y 0,6 mL de aceite en
relacion a 1,320 kg de flores y se caracterizé por medio de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG/EM), lograndose identificar como
componentes mayoritarios: a-pineno (54,44 %), limoneno (19,26 %), trans-B-ocimeno
(10,90 %), a-farneseno (4,17 %) y el sabineno (4,03 %) para las hojas; y el a-pineno
(53,55 %), limoneno (11,57 %), 2-4-hexadienal (8,99%), trans-B-ocimeno (4,42 %), 1,8-
cineol (3,68 %), a-farneseno (3,17 %) y el terpineol (3,05 %) para las flores. La actividad
antibacteriana se determiné por el método de difusion en agar con disco, frente a
bacterias de referencia internacional Staphylococcus aureus (ATCC 27923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853). El AE de las
flores de T. diversifolia inhibi6 el crecimiento bacteriano de Escherichia coli con una CIM
de 12,5 ppm y de Enterococcus faecalis con una CIM de 50 ppm.

Palabras claves: Asteraceas, Tithonia diversifolia, aceites esenciales, actividad
antibacteriana.



INTRODUCCION

El uso de las plantas con fines curativos se remontan desde los origenes del
hombre, llevando al mismo al descubrimiento de las caracteristicas poseidas por cada
planta, dichos conocimientos han sido transmitidos al pasar de los afios despertando
asi la curiosidad de los investigadores, produciéndose el nacimiento de diversas
interrogantes sobre las plantas, en cuanto a que sustancias le conferian la capacidad

de curar una enfermedad, y cuales las hacian toxicas (Dominguez, 1973).

El desarrollo de tecnologia y metodologia de extraccibn y separacion de
compuestos quimicos hicieron posible identificar la composicion de diversas plantas;
entre estos: terpenos y diversos compuestos aromaticos. Con respecto a los aceites
esenciales, resinas, extractos y especias son conocidos y utilizados desde tiempos
remotos en un gran numero de aplicaciones, perfumes, medicinas, cosméticos y otros.
Existen diversos manuscritos egipcios, chinos y alrededor de 200 citas en la biblia

relacionadas con el empleo de estas sustancias (Ortufio, 2006).

El motivo por el cual se realizd esta investigacion, fue para compilar informacién
referente a la amplitud que representa el estudio de los productos naturales. Es por esta
razon que se pretendié aportar conocimientos acerca de una familia tan importante para
el hombre como es la Asteraceae, esta familia posee cerca de 1500 géneros y unas
23000 especies, que comprenden individuos perfectamente adaptados a vivir en zonas
alpicas de las montafias, como en zonas desérticas (Do Rosio & Bonissoni, 2012).
También es conocida por sus propiedades terapéuticas, cosméticas y aromaticas, entre
las principales actividades biolégicas de sus especies, resalta las propiedades
antihelminticos, antiinflamatorios, astringentes, colestéricos, antihemorragicos,
antimicrobianos, antioxidantes, diuréticos, analgésicos y antiespasmaodicos (Ferreira et
al., 2019).

Entre los individuos pertenecientes a esta familia el estudio se enfoco en la
especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray también conocida como boton de oro, la



cual se ha reportado efectos antiinflamatorios, antibacterianos, antiparasitarios,
antitumoral, antioxidante, antimicrobial y antileucémico (lzco, 2004; Do Rosio &
Bonissoni, 2012; Fabri et al., 2011; Agboola et al., 2016).

Asimismo, analisis de la composicién quimica del extractos de la especie Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray han revelado la presencia de compuestos etandlicos, y
terpenos que forman parte de los aceites esenciales; los extractos mostraron poseer
actividad contra cepas bacterianas grampositivas como Staphylococcus aureus y cepas
gramnegativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Shigella; de igual
modo actividad contra la Candida albicans, pero las investigaciones muestran que dicho
desempeiio no llega a un porcentaje lo suficientemente significativo; de igual modo no
debe dejarse de lado el hecho de que se ha trabajado con los extractos obtenidos de la
planta, y que al utilizar el aceite esencial de la misma estos resultados pueden variar 0

no significativamente (Kareru et al., 2010; Cruz & Vela, 2011).

Por su parte, la resistencia a antibidticos comerciales constituye uno de los
problemas mas serios y generalizados en el mundo, tanto en hospitales como en
comunidades y provoca una mortalidad elevada cada afo. El uso inapropiado de estos
farmacos es el factor que mas influye en la resistencia a antibioticos, lo que hace
ineficaces y costosos los tratamientos médicos y pueden conllevar a la muerte del
paciente (Munita & Arias, 2016). La busqueda de nuevas plantas con valores
medicinales permite incrementar el conocimiento sobre las propiedades invaluables de
muchas especies vegetales y su uso para el tratamiento de numerosas patologias
(Ekaluo et al., 2015). Algunos autores plantean que los aceites con un alto porcentaje
de compuestos monoterpénicos poseen significativas propiedades antimicrobianas
(Benites et al., 2011).

Debido a lo anteriormente descrito, en la presente investigacion se planteo
determinar la composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de
hojas y flores de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae) contra cepas de
referencia ATCC.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En las ultimas décadas se ha observado el uso indiscriminado de antibiéticos, lo
gue ha provocado la aparicion de clonas multirresistentes en ambientes hospitalario y
en la comunidad. Asimismo, la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos no han
probado nuevas moléculas antibiéticas, en un momento en el cual la falla a tratamiento
se manifiesta con inaceptable frecuencia en la forma de un mayor costo econémico y en

vidas humanas (Rocha et al., 2015).

Por su parte, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en su plan de accién
contra el crecimiento de la resistencia a los antibiéticos ha propuesto: generar y
compartir informacién epidemiologica; aplicacion de medidas de prevencion de
infecciones; optimizar el uso de antibidticos a través del desarrollo de politicas
nacionales y globales sobre el consumo y produccién de antibiéticos; restricciones
sobre el consumo de antibiéticos como promotores del crecimiento en ganado, y un uso
razonado para el consumo humano. Ademas de estimulos para seguir con el estudio y
desarrollo en el area buscando nuevas alternativas terapéuticas (De Ledn-Rosales et
al., 2015; Rocha et al., 2015).

En lo que respecta, a la resistencia antibiotica puede definirse como la capacidad
de un microorganismo para sobrevivir en presencia de un compuesto toxico (antibiético
0 antiséptico), permitiendo que las bacterias se multipliquen en presencia del farmaco
(Da Silva & Domingues, 2016). Esta capacidad de resistencia bacteriana cobra

importancia a nivel mundial en el area de salud publica por su efecto en el control de
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enfermedades y su impacto en las limitaciones terapéuticas, restringiendo la capacidad
de farmacos disponibles, lo que ha prolongado los estadias de hospitalizacion,

aumentando costos medicos e incluso generando mortalidad (Troncoso et al., 2017).

Por lo tanto, el surgimiento de cepas resistentes a antibiéticos ha resultado en un
serio problema de salud, obligando a la busqueda de nuevas fuentes, encontrandose en
los aceites esenciales un alto potencial para ello. Estos resultados hacen relevante el
estudio de los aceites esenciales debido a la importancia que tienen para la industria
farmacéutica y de alimentos. El estudio cientifico de las plantas medicinales es una
fuente relevante para el descubrimiento de nuevos farmacos que luego se sintetizan,
pero también permite un conocimiento mas profundo de los vegetales que conduce a
gue muchos productos naturales sean reconocidos como fitofarmacos (Vivot et al.,
2012).

Actualmente, uno de los problemas mas comunes es que existen plantas
medicinales que tienen una actividad antimicrobiana conaocida por la poblacion, sin
embargo no han sido analizadas a fondo, para determinar cuales son sus beneficios,
pasando muchas veces desapercibidas. La mayoria de estas plantas sometidas a
estudio han demostrado poseer efectos antibacterianos y antifingicos, muy aparte de
gue poseen otras propiedades curativas ademas de las mencionadas; las cuales
podrian estar relacionadas con la biosintesis de metabolitos biolégicamente activos,

segun el habitat donde crecen las plantas (Ochoa et al., 2012).

Por lo antes expuesto, se planted el estudio de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, que es una planta medicinal perteneciente a la familia botanica Asteraceae,
reconocida en todo el mundo por sus propiedades bioldgicas debido a la riqueza de su
estructura quimica, en la que estan presentes compuestos fendlicos y alcaloides,
ademas de aceites esenciales con significativa actividad antibacteriana, antioxidante,
antiviral, vasodilatador, cancer quimiopreventivos, bioinsecticida y repelente (Chagas et
al., 2012; Miranda et al., 2015; Miranda et al., 2016; Lezcano-Mas et al., 2016).



Ademas, es una especie comiunmente conocida como botén de oro, falso girasol o
girasol mexicano, goza de una amplia adaptacion edafoclimatica pues ha sido reportada
en mas de 50 paises (Terry et al., 2016; Mauricio et al., 2017). Adicionalmente, debido a
su facil establecimiento en zonas de topografia con pendiente, es una especie
empleada en la rehabilitacion de suelos, proteccién de taludes y biorremediacion; asi
como de ser una excelente especie de uso apicola por su abundante floracion
(Mustonen et al., 2015).

Ahora bien, en la investigacién realizada por Do Rocio & Bonissoni, (2012), para la
revista, Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, muestra una recopilacion sobre
las propiedades medicinales adjudicadas a la planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray; entre las propiedades medicinales que la caracteristicas estan el tratamiento

contra la diabetes, la malaria, enfermedades infecciosas, entre otras.

Por otra parte, la investigacion realizada por Wanzala et al., (2016), sefiala que en
México, el lugar de origen de la planta, se usa para tratar esguinces, fracturas 6seas y
contusiones. La poblacion Mexicana la cultiva en sus jardines y lo usan para aliviar
problemas dermatoldgicos, para quejas gastrointestinales y antiinflamatorio. Ademas,
en el sur de China se utiliza la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, para tratar
enfermedades de la piel (como el pie de atleta), diurético, hepatitis, ictericia y cistitis. En

Taiwan, en infusion para mejorar el higado.

Por consiguiente, los resultados obtenidos constituyen un aporte al conocimiento
de la bioactividad de ésta especie vegetal diseminada en distintas latitudes del pais y
los beneficios que brinda a la poblacién. En busca de indagar en lo anteriormente
descrito, en la presente investigacion se evalué la composicién quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de la Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray
(Asteraceae) contra cepas de referencia ATCC y debido a ello se formularon las

siguientes interrogantes:



¢, Cuél es la composicién quimica del aceite esencial obtenido a partir de las
hojas y flores de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, perteneciente a la

familia botanica Asteraceae?

¢, Qué actividad antibacteriana presentaran los aceites esenciales de la Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray, contra cepas bacterianas de referencia ATCC, a

través del método de difusion en agar con disco?



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la composicién quimica y actividad antibacteriana contra cepas de
referencia ATCC del aceite esencial de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray,

perteneciente a la familia Asteraceae en Mérida - Venezuela.

Objetivos Especificos

e Extraer el aceite esencial de las hojas y flores de la especie Tithonia diversifolia

(Hemsl.) A. Gray, por hidrodestilacién empleando la Trampa de Clevenger.

e Identificar los compuestos de los aceites esenciales obtenidos, por cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas.

e Calcular los indices de Kovats de los compuestos identificados.

e Analizar la actividad antibacteriana de los compuestos volatiles extraidos de la
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, a través del método de difusion en agar con

disco frente a cepas de referencia ATCC.

e Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites con actividad

antibacteriana de la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, en cepas ATCC.



Justificacién de la Investigacion

Existe una fuerte conexidon entre la medicina cientifica comun con las plantas, el
coémo estas conforme a su composicion fitoquimica proporcionan alternativas en el
tratamiento de enfermedades; el avance tecnolégico ha facilitado al investigador
guimico organico herramientas que le permiten conocer y aislar los metabolitos
pertenecientes a las plantas, brindando asi un sin namero de conocimientos en el area

farmacoldgica.

Por su parte, el Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes ha desarrollado lineas de investigacion
orientadas al estudio de los productos naturales para la evaluacion de las plantas
pertenecientes a Venezuela, especificamente de la region andina; esto proporciona una
amplia gama de soluciones al creciente déficit de farmacos empleados en el tratamiento
de diversas enfermedades, garantizando asi una mejor calidad de vida, ampliando las

alternativas en los tratamientos médicos.

Diversas especies de plantas de la zona de los Andes Venezolanos, poseen
cualidades medicinales, como lo son las propiedades antiinflamatorias, antibacterianas
entre otras. El uso desmedido he inconsciente de los antibioticos actuales ha
intensificado la resistencia de diversos agentes patdgenos a dichos antibidticos,
despertando asi el interés en el estudio de plantas de origen medicinal; en este caso el
enfoque estuvo dirigido a un miembro de la familia botanica Asteraceae, conocida como
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, llamada popularmente Arnica y botén de oro; que
ha demostrado gran actividad biolégica y en investigaciones recientes se ha empezado
a estudiar las propiedades antibacterianas del aceite de esta planta, extraidos de las
partes aéreas dando a conocer asi sus propiedades curativas proporcionando la
alternativa del uso de sus aceites esenciales para la erradicaciéon de agentes patégenos

para el ser humano.



La intencion de la actual investigacion fue determinar la propiedad antibacteriana
in vitro de una planta natural con propiedades significativas, ya que especies de su
misma familia han sido estudiadas preliminarmente por tener principios activos de
importancia médica. Con la finalidad de conseguir una opcién terapéutica ante alguna

afeccién posiblemente causada por microorganismos patdgenos para el hombre.

En este contexto, destaca el importante papel que han desempefiado las plantas
como fuente de importante actividad farmacoterapéutica, ademas debido al incremento
de diversas bacterias multirresistentes, ha dificultado el tratamiento de ciertas
infecciones, por lo que representa un problema de salud publica. En la siguiente
investigacion se estimé la composicibn quimica y actividad bacteriana del aceite
esencial de las hojas y flores de la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray,
perteneciente a la familia Asteraceae, asimismo, la concentracion minima inhibitoria que
ejercen los compuestos volétiles de esta especie vegetal en cepas de referencia ATCC,
con la finalidad de facilitar alternativas en el &area farmacolégica, aportando asi
conocimientos valiosos para el area de la salud; y dar pie a investigaciones futuras

donde se estudie mas a fondo las propiedades antibacterianas de esta planta.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

Antecedentes de Trabajos Previos

El estudio de las propiedades medicinales de las plantas resulta un beneficio para
la sociedad, brindando alternativas para el tratamiento de diversas enfermedades cuyos
microorganismos causales, se han vuelto resistentes a una gran parte de los
antibioticos de uso regular en la actualidad, trayecto como consecuencia que las
enfermedades cada vez sean mas peligrosas para la vida del hombre (Rocha et al.,
2015).

En este orden de ideas la investigacion realizada por Gakuubi et al., (2016) sefiala
gue etnofarmacolégicamente, la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, tiene muchas
aplicaciones en la historia de la vida humana. Por lo que se plantearon investigar la
composicion quimica, asi como las actividades antiinflamatoria y antibacteriana de los
aceites esenciales de las hojas y las inflorescencias de la especie Tithonia diversifolia.
Los aceites esenciales fueron analizados por cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama y acoplados con espectrometria de masas, donde ambos aceites se
componen principalmente de a-pineno [1] y B-pineno [2] (ver cuadro 1). Tanto el aceite
de las hojas (AEH) como el de las inflorescencias (AEI) mostraron potentes
propiedades anti-edematégenas, similar a los medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos, inhibiendo el edema, pero no inhibieron el reclutamiento celular. EI AEI
mostré una actividad antimicrobiana mas potente contra microorganismos cariogénicos
que AEH. Ambas aceites inhibieron significativamente la produccién de acidos por
Streptococcus mutans a concentraciones que no eran toxicas para los fibroblastos
gingivales humanos (concentraciones de 25 a 125 pg/mL para AEH y de 25 a 250
pg/mL para AEI).
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Tal como lo sefalo el estudio realizado por Kareru et al., (2010), en el cual se
investigo la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de plantas incluyendo a la
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, revelando que se pueden utilizar plantas para
elaborar jabones y lociones que sirvan para combatir infecciones de la piel causada por
hongos y bacterias; en el caso de infecciones bacterianas el tratamiento a emplear es la
ingesta de antibioticos y soluciones inyectables de los mismos, pero al implementar el
uso de extractos de hierbas y preparaciones a base de las mismas en forma de
jabones, geles, cremas Yy lociones, se logra erradicar las infecciones tanto bacterianas
como las causadas por hongos en la piel. Las hojas de T. diversifolia utilizadas para la
elaboracion del jabon a base de extracto fueron recolectadas en el distrito de Mbeere,
provincia Oriental de Kenia y fue autenticada taxondmicamente en el museo nacional
de Kenia; se realizaron los jabones a base de plantas y en cuanto al elaborado con T.
diversifolia se demostré efectividad contra las infecciones de la piel causadas por la
bacteria Escherichia coli pero en cuanto a la actividad antifingica contra las infecciones

causadas por Candida albicans su capacidad de erradicar la infeccion es muy inferior.

Por su parte, Oso & Ogunnusi (2017), sefialaron que el extracto metandlico de
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, mostr6 mayor actividad contra Pseudomonas
aeruginosa y la menor actividad se registr6 para Klebsiella pnuemoniae. La
concentracion letal minima (CLM) para Klebsiella pnuemoniae, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa fue de 80 mg/mL. Para Staphylococcus aureus (piel) fue de
100 mg/mL. Los resultados obtenidos de este estudio respalda el uso de esta planta en
la medicina popular para el tratamiento de la fiebre tifoidea, heridas y fordnculos. Los
extractos de diferentes partes de la especie botanica pueden usarse en el tratamiento

de algunas infecciones que afectan al hombre.

Es oportuno mencionar, la investigacion realizada por Linthoingambi & Mutum
(2013), donde demostraron la eficacia in vitro de tres extractos en solventes organicos
(éter de petroleo, cloroformo y metanol) de las hojas de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, probada contra nueve especies de hongos patdégenos de plantas (Alternaria

alternata, Alternaria solani, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Cuvularia lunata,
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Drechslera oryzae, Fusarium oxysporum, Penicillium expansum y Penicillium italicum),
un hongo antagonista (Trichoderma viride) y cuatro bacterias patégenos para el hombre
(Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus). Entre los extractos, fue el de éter de petréleo que mostré la mayor actividad
antifingica seguido de los extractos metanol y cloroformo. Los tres extractos ensayados

mostraron un efecto inhibitorio contra todas las bacterias probadas.

Ahora bien, la investigacion de Londofio & Lépez (2016), donde evaluaron la
actividad bactericida de extractos obtenidos de la planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray sobre las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y su actividad
fungicida sobre el hongo Candida guillermondii. Se realizaron extracciones usando los
solventes etanol, acetato de etilo y hexano. Se hicieron las pruebas de sensibilidad y
concentracion minima inhibitoria in vitro, determinando que la S. aureus presento
sensibilidad frente a los extractos etanol y acetato de etilo. Los demas organismos

presentaron nula sensibilidad.

Por otro lado, el estudio realizado por Chukwuka & Ojo (2014) en el cual extrajeron
el aceite esencial de las flores de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray por
hidrodestilacion usando la trampa de Clevenger, sometiendo el aceite cromatografia de
gases, donde los componentes se separaron en funcién de sus pesos moleculares,
identificados y caracterizados. El estudio determind cuarenta y cinco componentes, de
los cuales los mayoritarios fueron: a-pineno [1], B-cariofileno [3], B-pineno [2],
germacreno D [4] y el 1,8-cineol [5] con 34,42%; 22,34%; 11,14%; 11,13% y 8,76%

respectivamente (ver cuadro 1).

Actualmente, la investigacion de Ferreira et al., (2019) tuvo como objetivo evaluar
la composicion quimica, el potencial antioxidante, la actividad citotoxica vy
antimicrobiana del aceite esencial de la especie vegetal Tithonia diversifolia (Hemsl) A.
Gray. En la cual los principales componentes quimicos identificados en el aceite de las
hojas fueron: a-pineno (9,9%) [1], limoneno (5,40%) [6], (Z)-B-ocimeno (4,02%) [7],
p-cimen-8-ol (3,0%) [8], piperitona (11,72%) [9], (E)-nerolidol (3,78%) [10] y el
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espatulenol (10,8%) [11] (ver cuadro 1). En la evaluacion de la actividad antimicrobiana,
utilizaron las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Los resultados mostraron que la bacteria E. coli fue
susceptible a la presencia del aceite. Asimismo, observaron actividad antioxidante de
54,6% a la concentracion de 5 mg/mL con Clso de 4,30. Con respecto a la actividad
citotoxica, el aceite fue altamente toxico contra larvas de Artemia salina, ya que mostré
un CLso de 3,11. Por lo tanto, concluyeron que el aceite de T. diversifolia es efectivo

para inhibir el crecimiento bacteriano y reducir el estrés oxidativo.

Como puede observarse, las anteriores investigaciones sustentan seguir
ampliando el campo del estudio del aceite esencial de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, perteneciente a la familia Asteraceae, que se puede encontrar en diversas areas
de los Andes Venezolanos, tanto en zonas de clima frio como en zonas de clima célido

como las cercanas a la via panamericana.

Cuadro 1. Componentes Mayoritarios Aislados de las Partes Aéreas de Tithonia

[2]
?
[5]

diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

[1]
[4]

[3]

[6]
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Cuadro 1. Componentes Mayoritarios Aislados de las Partes Aéreas de Tithonia

diversifolia (Hemsl.) A. Gray. (Continuacién).

/

[7] [8] [9]

HO

[10] [11]

Antecedentes Historicos Epistemoldgicos

El hombre a través de los afios se ha percatado del uso de las plantas y de como
estas han contribuido con la cura de muchas enfermedades, parte de estos
conocimientos se han transmitido de padres a hijos lo cual ha abierto puertas para los

diferentes estudios de las plantas y su composicion.

Segun la compilacion que realizd6 Dominguez (1973), establece que todas las
tribus y pueblos han adquirido conocimientos de las diferentes propiedades medicinales
de las plantas en especial las tipicas de su region, pero estos conocimientos los han
acumulado una clase de individuos en especial, como lo son hechiceros, sacerdotes,
curanderos entre otros. Se dice que en la biblia estdn descritas aproximadamente unas
200 plantas del tipo medicinal y no solo eso sino sus aplicaciones; otro reconocido
conocedor de las propiedades de las plantas es Hipdcrates, este sefialo el uso del

ajenjo, belefio, manzanilla entre otras.
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En el afio 372 a. de C., Teofrasto, que era un discipulo de Aristételes escribié 10
libros sobre las plantas y 8 sobre los usos de las plantas medicinales. Plinio, un
naturalista del afio 23-79, d. C. escribi6 47 volimenes de historia natural donde
menciona mas de mil especies de plantas entre ellas medicinales que aldn estan en
uso. Galeno un destacado farmacéutico y medico griego de los afios 131-200, d. C.,
destaco por su extensa coleccion de libros sobre farmacia donde indicaba el uso y
adulterio de las plantas medicinales y como esto a su vez dio paso a la apertura de la
industria farmacéutica europea. Mucha de la informacién sobre plantas en el continente
africano aun se transmite verbalmente entre algunos elegidos para llevar el
conocimiento. Actualmente estos conocimientos se han ido plasmando en libros, tesis y
articulos cientificos, entre los descubrimientos de la actualidad se tiene la composicion
guimica y caracterizacion taxonémica de las plantas. Los protagonistas principales en el
descubrimiento de plantas medicinales han sido los naturalistas como lo eran Alexander
Humboldt y Bonpland, Benlandier, Stephens, Spencer y otros naturalistas viajeros
(Dominguez, 1973).

Por su partes Albonoz (1980) sefiala que los primeros documentos escritos sobre
alimentos y plantas con propiedades medicinales se podrian remontar a Egipto (1500
a.C.) y estan conservados en papiros, el mas famoso es el papiro de Ebers, este
documento contiene 877 prescripciones y recetas y en ellas se mencionan muchos
vegetales tales como el apio, aloe, semillas de lino, cassia, sen, tomillo, ricino y la
marihuana. Muchas de estas recetas empleaban gomas, resinas y barro probablemente
con hongos productores de antibidticos, este Ultimo se empleaba como cataplasma
para las llagas ulcerosas. Si la medicina moderna se hubiera detenido en analizar estas
practicas, seguramente el hombre no hubiera tenido que esperar hasta los afios 30 para

descubrir la penicilina en forma accidental.
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Bases Tedricas

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales (AE) son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa
encontradas practicamente en todos los vegetales; son muy numerosos y estan
ampliamente distribuidos en distintas partes del mismo vegetal: en las raices, tallos,
hojas, flores y frutos. Son componentes heterogéneos, compuestos por diterpenos,
sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles, lactonas; todos ellos facilmente separables ya
sean por métodos quimicos o fisicos. Son compuestos volatiles, arrastrables por vapor
y responsables de las fragancias de las flores y otros 6rganos vegetales (Marcano &
Hasegawa, 2002; Albornoz, 1980).

Asimismo, se denominan esencias, si bien esta denominacion es mucho mas
amplia, ya que engloba aceites esenciales y a otras sustancias obtenidas por métodos
extractivos bastante diversos (Kuklinski, 2000). La mayoria de los aceites volatiles son
menos densos que el agua, inmiscibles con ella, pero lo suficientemente solubles para
impartirle su olor (las aguas aroméaticas dependen de esta ligera solubilidad). Algunos
son sdlidos y forman mezclas eutécticas como el caso del metanol y el alcanfor
(Albornoz, 1980). La esencia varia tanto en rendimiento (de muy poco hasta 1 a 3 %)
como en composicion, de acuerdo al lugar geografico y a la variedad genética (Marcano
& Hasegawa, 2002). Por lo tanto, las caracteristicas quimicas especificas de los AE
varian en funcion de la zona de cultivo y condiciones ambientales (Avalos & Pérez,
2009).

Por otra parte, los AE en las plantas pueden encontrarse en las diferentes células
oleiferas (jengibre, carcuma, vainilla), en los canales secretorios (pino, artemisia, anis,
angelica), estar presente en las glandulas (citricos, eucaliptos) o en los tricomas
(muchas plantas de las familias labiadas, asteraceas, solanaceas, geraniaceas)
(Stashenko, 2009).
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Propiedades Generales de los Aceites Esenciales

e Liquidos a temperatura ambiente.

e Voldtiles.

e Aromaticos.

e Incoloros o amarillentos (Manzanilla: azul).

e Menos densos que el agua (Canela y clavo: mas densos que el agua).
e Insolubles en agua.

e Lipdfilos.

e Solubles en disolventes organicos apolares.

e Solubles en alcoholes de alta graduacion.

e indice de refraccion elevado.

e Extraibles por arrastre de vapor de agua o expresion (Kuklinski, 2000).

Usos de los Aceites Esenciales

Los AE son utilizados comunmente en la industria farmacéutica, alimentos, de
sabores/fragancias, cosmética y de productos de aseo (Albarracin & Gallo, 2003;
Peredo et al., 2009), debido a la capacidad que tienen de conservar el aroma y ademas
por las distintas propiedades medicinales que han demostrado a través de los afios en
las diferentes investigaciones que se han realizado sobre ellos (Marcano & Hasegawa,
2002).

Ademas, cumplen un rol ecolégico como atrayentes de polinizadores y dispersores
de frutos y semillas; asi mismo pueden actuar como repelentes de insectos y forman
parte de la defensa quimica de las plantas. Los AE son una opcién importante para el
control de insectos, hongos y nematodos, como una alternativa al uso de plaguicidas
sintéticos (Albarracin & Gallo, 2003).

Por otra parte, desde el enfoque de la farmacologia, los AE tienen decenas de
propiedades conocidas y seguramente muchas mas por conocer, cada aceite tiene
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decenas de componentes bioquimicos que los hacen mas adecuados para unas
aplicaciones u otras. Por ejemplo lo esteres son antiinflamatorios y cicatrizantes, los

aceites ricos en fenoles tienen un efecto antibiotico y estimulante mental (Sanz, 2004).

Composicién Quimica de los Aceites Esenciales

Todos los seres vivos son capaces de producir compuestos que son conocidos
con el nombre de metabolitos secundarios que no son de utilidad para el ser vivo que
los produce a diferencia de los llamados metabolitos primarios como lo son:
Carbohidratos, lipidos, proteinas, etc. Todos los seres vivos poseen una composicion
guimica que le brinda las caracteristicas que pueden ser percibidas por los sentidos o

no como lo es el caso de las estructuras microscépicas (Marcano & Hasegawa, 2002).

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo de la
planta y sus niveles constitutivos solo se incrementan como parte de la respuesta al
estrés abidtico o bidtico. Este aumento en los niveles de metabolitos secundarios, es
importante para la supervivencia de las plantas, ya que su sintesis se deriva del
metabolismo primario y porque algunos compuestos son téxicos para la misma planta.
Es asi como algunos metabolitos secundarios constituyen una parte importante de la
respuesta de la defensa de las plantas sometidas a heridas y al ataque por parte de las
plagas (Sepulveda et al., 2007).

En lo que se refiere a la composicion quimica de los AE, estos son el resultado de
mezclas obtenidas de especies vegetales, que presenta una compleja composicion
guimica. De los millones de plantas que existen en el planeta se conocen unos 4000
aceites esenciales diferentes, estos son datos de esperar ya que no todas las plantas
tienen aceites o0 quizéds si pero estan en concentraciones tan bajas que es dificil su

extraccion (Ortufio, 2006).

Los AE o0 esencias estan constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos, asi
como también por alcoholes, aldehidos, sustancias azufradas y nitrogenadas, fenoles

simples, lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, cannabinoides, alcaloides de origen
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diversos, polisacaridos, enzimas, heterésidos, entre otros ( Vanaclocha & Cafigueral,
2003). Algunos aceites esenciales se encuentran bajo la forma de precursores no
volatiles, por ejemplo como glicésidos, tal es el caso de aceites de almendras amargas
y de la vainilla que se producen en glandulas especiales formando bolsas de células
secretoras. Son particularmente ricas las familia Lauraceas, Myrtaceas, Umbelliferas,
Pinaceas, Rutaceas, Verbenaceas y Compuestas (Marcano & Hasegawa, 2002). En el

esquema 1 se resume los metabolitos secundarios en los AE.

Esquema 1. Metabolitos Secundarios en los Aceites Esenciales.

e Fotosintesis
I

| Metabolismo Primario del Carbono I

Eritrosaj4fosfato / \ 3-Fosfoglicerato (3-PGA)

Fosfoenolpiruvato Piruvato

Ciclo de los acidos

tricarboxilicos €7 Acetil-CoA =

Vv Amino&cidos alifaticos ¥
s o '
V'ahF’k‘?l acido Via del &cido Via del acido viawer |
Shikimico malénico mevalénico
Aminoacidos aromaticos _l
Productos secundarios
nitrogenados
v v
v  J Terpenos (Cs,)
Compuestos
fenolicos Mono-(C,,)
Sesqui-(C;5)
| Metabolismo Secundario del Carbono Di-(C0)
Sester-(Cys)
Tri-(Cs0)

Tetra-(C,)

(Tomado y modificado de Sepulveda et al., 2007).

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de constituyentes
que pertenecen, de manera casi exclusiva, a dos grupos caracterizados por origenes

biogenéticos distintos: el grupo de los terpenoides por una parte y el grupo de los
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compuestos aromaticos derivados del fenilpropano, muchos menos frecuentes
(Bruneton, 2001).

Terpenos:

Estos compuestos poseen una unidad fundamental que las define, que consta de
5 atomos de carbono llamado isopreno [12] (Cuadro 2), los terpenos no pueden ser
hallados en las plantas sino estan asociados a otras unidades iguales u otras
moléculas; la agrupacién de una o mas unidades de isopreno pueden formar

monoterpenos, diterpenos, y asi de manera sucesiva (Marcano & Hasegawa, 2002).

Cuadro 2. Molécula de Isopreno.

X

[12]

Monoterpenos: Son derivados de dos unidades de isopreno no solo se
encuentran en plantas sino pueden hallarse e microorganismos e insectos. Estos
pueden tener alguna actividad especifica dentro del organismo que lo produce y una
gran variedad de ellos desempefia actividades biologicas de distinta naturaleza (Romo,
2006). Casi siempre se encuentran como hidrocarburos. Ademas éstos pueden ser
aciclicos: mirceno [13], monociclicos: y-terpineno [14], p-cimeno [15] y p-mentano [16],
o bi y triciclicos: formados por dos 0 més ciclos, entre estos esqueletos se encuentra el
carano [17], pinano [18], bornano [19]. A veces constituyen mas del 90% del aceite

esencial (ver Cuadro 3) (Bruneton, 2001).
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Cuadro 3. Ejemplos de Monoterpenos.

N

[13] [14] [15] [16]

[17] [18] [19]

Sesquiterpenos: Son compuestos que poseen 15 atomos de carbono, y a su vez
tienen la capacidad de reacomodar los atomos de su estructura, una muestra de esa
caracteristica estd en los casos en los que algunos aceites esenciales se tornan de un
color azul debido al tratamiento con acidos o por el calentamiento u oxidacién y se les
denomina azulenos ya que tienen en su composicion un derivado de algunos
sesquiterpenos que lleva por nombre esqueleto carbonado de azuleno (Marcano &

Hasegawa, 2002).

Las variaciones estructurales son variadas siendo los mas frecuentes
hidrocarburos, alcoholes y cetonas. El alargamiento de la cadena aumenta el nimero
de ciclaciones posibles, de ahi la gran variedad de estructuras conocidas (mas de una
centena de esqueletos diferentes). Algunos de los sesquiterpenos caracteristicos de los
aceites esenciales: hidrocarburos mono o policiclicos (B-bisaboleno [20], B-cariofileno
[3]), alcoholes (farnesol [21], carotol [22]), cetonas (nootkatona [23]), ésteres (acetato
de cedrilo [24]), entre otros (ver Cuadro 4) (Bruneton, 2001).
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Cuadro 4. Ejemplos de Sesquiterpenos.

Wi

[20] [21] [22]

[23] [24]

Derivados del Fenilpropano (Ce-Cs3):

Son mucho menos frecuentes que los terpenoides. Generalmente son alil- y
propenil - fenoles, aldehidos, caracteristicos de determinados aceites esenciales de
Apiaceae: anis, hinojo, perejil, etc.: anetol [25], apiol [26], pero también de los clavo,
nuez moscada, estragon, albahaca, canela (eugenol [27], safrol [28], asaronas [29],
cinamaldehido [30]) (Bruneton, 2001).

También se pueden encontrar compuestos Ce—C1, como la vainillina [31] o como
el antranilato de metilo [32]. Las lactonas derivados de los acidos cinamicos
(cumarinas) [33] al ser, al menos las mas sencillas de ellas, arrastables por corriente de
vapor de agua, se encontraran en algunos aceites esenciales (ver cuadro 5) (Bruneton,
2001).
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Cuadro 5. Ejemplos de Derivados del Fenilpropano (Ce-C3):

I/@O/

[29]
|

o)
\—0O

[28]
CHO

OH
[31]

o HO
o) =
$ o N
[26] O— [27]
| (@)
o)
m\ wH
[29] [30]
O
NH, 0~ ~0
[32] [33]

Proceso de Obtenciéon de Aceites Esenciales

El método de extraccion depende del tipo de material a procesar ya sea pétalos,
hojas, cortezas, entre otros. Es importante considerar el lugar donde se ubica la

sustancia aromatica dentro de la estructura celular. La cual es dependiente del tipo de

material vegetal y de la familia botanica de la misma (Bandoni, 2000).

Método de Destilacion por Arrastre con Vapor:
compuestos volétiles de una mezcla, en este caso se inyecta vapor de agua en el seno
de la mezcla a este vapor se le denomina vapor de arrastre, aunque la funcion que
desempefia no es la de arrastrar compuestos volatiles sino de crear a través de la
condensacion una fase inmiscible que provocara la evaporacion al pasar el calor a la

mezcla que sera destilada; por esta razén a lo largo de la destilacién se tendran dos
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fases inmiscibles una orgénica y otra acuosa, y estos a su vez se comportaran de
manera individual, esto quiere decir que cada uno ejercera su propia presion. La
condicién mas importante para que se de esta destilacion radica en que el compuesto
volatil como una impureza sea insoluble en agua, porque el compuesto a destilar que es
el volatil formara dos fases al condensarse que permitira separar el compuesto volatil
facilmente del agua, no se puede utilizar en flores ni en los materiales que se pueden

apelmazar (Peredo et al., 2009).

Método de Hidrodestilacion Empleando la Trampa de Clevenger: Consiste en
hervir el agua en la cual se ha colocado el material vegetal preferiblemente licuado, el
calentamiento puede realizarse por fuente de calor directo, camisa de vapor o una
camisa de aceite; el vapor que se genera arrastra los aceites esenciales del material
vegetal hasta otro recipiente donde se condensan y se separan, el material vegetal
debe estar sumergido por completo en el agua y en constante agitacion para que el
mismo no se aglomere o se adhiera a las paredes del recipiente, y evitar de este modo
la degradacion térmica, para evitar que el agua se seque durante la destilacion los
equipos cuentan con un tubo de cohobacion lateral para el retorno del agua al

recipiente que contiene el material vegetal (Olaya y Méndez, 2003).

Método de Prensado, Estrujado o Expresion: Es el método que més se emplea
para la extraccion de aceites esenciales de todos los citricos (naranja, mandarina,
pomelo, lima, etc.); este consiste en tomar fragmentos de la cascara y exprimirlos entre
los dedos contra una esponja, luego de hacer esto varias veces la esponja se satura del
aceite esencial y se exprime en el recipiente en el que va a almacenarse, la calidad de

este aceite es muy buena (Olaya & Méndez, 2003).
Este método se basa en la ruptura de las glandulas secretoras de aceite y en

recolectar en forma inmediata la esencia, para evitar que sea adsorbida por la corteza

esponjosa que resulta después del proceso. Por esta razon los equipos de extraccion
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de citricos cuentan con un sistema de aspersién de agua que moja constantemente la

superficie del fruto (Bandoni, 2000).

Método de Enfleurage: Esta es una técnica antigua en la que se utilizan grasas
animales o vegetales para extraccion de esencias. Se usan grandes bandejas untadas
de grasas en la que se extiende el material vegetal, y este se cambia regularmente
hasta que la grasa se satura; esta grasa es tratada con alcohol que luego es destilado
para luego obtener la esencia. Esta es una buena alternativa pero no da grandes
rendimientos, es una forma simple de extraer el aceite de flores y de algunas plantas

gue no pueden obtener con arrastre de vapor (Olaya & Méndez, 2003).

La extraccion con grasa en frio (enfleurage) es un método antiguo de obtencion de
aceites esenciales que ha sido muy empleado sobre todo en la region de Grasse, al sur
de Francia. Se basa en el hecho de que las grasas absorben sustancias aromaticas con
facilidad. Este procedimiento se utiliza para flores cuyo contenido en aceite esencial es
tan bajo que se queda en el agua de destilacion, o bien que tienen un aceite esencial
sensible al calor y también para otras como el nardo o el jazmin que siguen
produciendo aceite esencial después de la recoleccion (Ortufio, 2006). En el enfleurage
se utilizan grasas completamente purificadas, las cuales se difunden en cubetas
especiales, preferentemente de vidrio, donde los capullos de las flores son esparcidos
sobre la grasa. Se deja en reposo un cierto periodo (25 a 30 horas), luego los capullos
son retirados y reemplazados por otros, hasta que la grasa quede saturada con el
aceite (Chiliquinga, 2006).

Método de Extraccidn con Solventes Volatiles: En este caso la muestra seca y
molida se pone en contacto con disolventes organicos tales como alcohol y cloroformo,
entre otros. Estos disolventes solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen
otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una oleorresina o un
extracto impuro. Se utiliza a escala de laboratorio porque a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los disolventes, porque se obtienen esencias
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contaminadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio

caracteristicos de muchos disolventes organicos volatiles (Peredo et al., 2009).

Dentro de este método se engloban muchos procedimientos diferentes que
incluyen la utilizacion de distintos tipos de solventes, desde el caso de derivados del
petroleo hasta la utilizacion de COz liquido (Ortuiio, 2006). La extraccion con disolventes
derivados del petréleo, tiene la ventaja sobre la hidrodestilacion en que los aceites

esenciales extraidos representan mejor el perfume original de las flores (Ortufio, 2006).

Método de Extraccion por Fluidos Supercriticos: Un fluido supercritico es
cualquier sustancia a una temperatura y presién por encima de su punto critico
termodindmico. Tiene la propiedad de difundirse a través de los solidos como un gas, y
de disolver los materiales como un liquido. Adicionalmente, puede cambiar rapidamente
la densidad con pequefios cambios en la temperatura o presion. Estas propiedades lo
hacen conveniente como un sustituto de los solventes organicos en los procesos de

extraccion (Velasco et al., 2007).

Usando dioxido de carbono (CO2), en particular, el tratamiento es a temperatura
moderada y es posible lograr una alta selectividad de microcomponentes valiosos en
productos naturales. La selectividad del CO2 también es apropiada para la extraccion de
aceites esenciales, pigmentos, carotenoides antioxidantes, antimicrobianos y sustancias
relacionadas, que son usadas como ingredientes para alimentos, medicinas y productos
de perfumeria, obtenida de especias, hierbas y otros materiales biolégicos (Peredo et
al., 2009).

Andlisis de la Composicion de los Aceites Esenciales.

Los métodos utilizados en el analisis son los siguientes:
e Técnicas cromatograficas de alta resolucion, principalmente cromatografia de gases
con columnas capilares.

e Espectrometria de masas.
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e Espectroscopia infrarroja, espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
e Sistemas cromatogréafico acoplados como por ejemplo:
- Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
- Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de resonancia magnética
nuclear.

- Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia infrarroja (Bandoni, 2000).

Actividad Farmacologica de los Aceites Esenciales.

Son muchas las propiedades farmacoldgicas que se podrian atribuir a los AE. La
principal propiedad de las esencias que se utiliza en medicina es su volatilidad, lo que
las hace ideales para ser usadas en nebulizaciones, bafios de inmersién o simplemente
por via nasal en inhalaciones. En el Tabla 1 se resumen algunas propiedades de los AE

de uso comun (Cruz & Vela, 2011).

Actividad Antibacteriana

Se refiere a la presencia de cualquier agente que interfiera con el crecimiento y la
actividad de las bacterias. El espectro de actividad antibacteriana, comprende bacterias
grampositivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y bacterias
gramnegativas como por ejemplo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Murray et
al., 2009). Por su parte, las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que
carecen de un nucleo delimitado por una membrana, aunque presenta un nucleoide que
contiene una molécula circular de ADN; su citoplasma carece de organelos, presenta
también vacuolas y ribosomas. La membrana citoplasmatica esta compuesta de lipidos
gue rodean al citoplasma. Algunas presentan una segunda membrana lipidica
(membrana externa caracteristica de las bacterias gramnegativas). El espacio
comprendido entre la membrana citoplasmaética y la pared celular o membrana externa

se denomina espacio periplasmico (Prescott et al., 2003).
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Tabla 1. Propiedades Farmacoldgicas de Algunos Aceites Esenciales.

Accidén

Especies

Principales
Compuestos Quimicos

Antisépticay
Bactericida

Tomillo (Thymus vulgaris)

Clavo (Eugenia caryophyllus)

Orégano (Origanum vulgare)

Arbol de té (Melaleuca alternifolia)

Alcanfor (Cinnamomun canphora)

Contiene altos porcentajes
de timol y carvacrol,
geraniol, linalol.

Eugenol, isoeugenol.
Carvacrol y timol.

Terpin-1-en-4-ol.

Safrol, alcanfor.

Antihelmintica o
Antiparasitaria

Paico (Chenopodium spp.)

Ajenjo (Artemisia absinthium)

Ascaridol.

Tuyana, tuyol.

Tranquilizante

Melisa (Melissa officinalis)

Citral, citronelal, linalol.

Antiinflamatorios

Manzanilla alemana
(Matricaria recutita)

Manzanilla
(Matricaria chamomilla)

Azulenos, bisabolol
(Sesquiterpenos)
Polisacéaridos y flavonoides
como la apigenina.

cumarinas,
lactonas

Flavonoides,
varias
sesquiterpénicas.

Antiartritica,
antirreumatica

Clavo (Eugenia caryophyllata)

Tomillo (Thymus vulgaris)

Eugenol, verbenona, timol.

Sedante

Tilo (Tila platyphylos)

Farnesol, geraniol, eugenol.

Antiespasmaédico

Anis estrellado (lllicium verum)

Comino (Cuminum cyminum)

Anetol, estragol, safrol.

Aldehido
terpenos.

cuminico,

Hipolipemiante

Alcachofa (Cynara scolymus)

Lactonas sesquiterpénicas,
heterésidos de luteol,
taraxacol.

(Cruz & Vela, 2011).

La mayoria de las bacterias presentan una cépsula que le permite protegerse de

las células fagocitadoras y de los agentes antibacterianos; otras son capaces de

evolucionar a endosporas (Estadios latentes capaces de resistir condiciones extremas)

(Prescott et al., 2003).

La clasificacion de las bacterias radica en su pared celular

donde se pueden diferenciar por la coloracién del Gram, un método tradicionalmente
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empleado para la clasificacién de las especies bacterianas. Asi, las bacterias Gram
negativas tienen una pared relativamente fina, consistente en unas pocas capas de
peptidoglicano rodeada por una segunda membrana lipidica (membrana externa) que
contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas. En cambio, las bacterias Gram positivas
tienen una pared gruesa gue contienen numerosas capas de peptidoglicano en las que

se inserta el acido teicoico (Figura 1) (Tortora et al., 2007).

Figura 1. Bacterias Gram positivas y Gram negativas. (Ruiz y Moreno, 2005).

Bacterias Gram Positivas

Son uno de los principales grupos de bacterias que poseen una pared gruesa y
estd a su vez consta de varias capas, Yy esta formada por peptidoglicano principalmente
gue rodean la membrana citoplasmatica, el peptidoglicano representa un elemento que
es clave para la supervivencia de las bacterias en el medio en el que prolifera la misma
(Murray et al., 2009). Los microbios grampositivos son causantes de muchas y muy
diversas afecciones como el tétanos y la difteria. Dentro de esta clasificacion existen
organismos como: Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Staphylococcus,

Streptococcus, entre otros (Tortora et al., 2007).

Género Staphylococcus: De la familia micrococcacea, el género Staphylococcus

comprende actualmente 32 especies y 15 subespecies; las especies de importancia
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medica son: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
saprophyticus. Desde el punto de vista de la medicina Staphylococcus aureus es la
bacteria mas importante de este género, que a diferencia de las otras especies,
produce coagulasa, que hace que la fibrina se aglomere y forme un coagulo. La
coagulasa es una proteina capaz de coagular el plasma citratado u oxalatado, con
factores presentes en el suero. La importancia medica de esta bacteria radica en que es
el agente etioldgico de un gran nimero de infecciones en el hombre. Otro aspecto muy
importante es que con gran facilidad puede desarrollar resistencia a una gran variedad
de antimicrobianos, lo que significa que la colonizacién en el hombre es un peligro
(Romero, 2007).

Género Enterococcus: Los enterococos (cocos entéricos) se clasificaron
previamente como estreptococos del grupo D debido a que poseen el antigeno D en la
pared celular del grupo D, un &cido teicoico con glicerol que se asocia a la membrana
citoplasmica. En el afio 1984, los enterococos se clasificaron en el nuevo género
Enterococcus, el cual consta actualmente de 38 especies que se aislan con una mayor
frecuencia y  clinicamente las mas importantes  son Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum y Enterococcus casseliflavus, y
frecuentemente son colonizadores del aparato digestivo del ser humano y revisten
importancia porque estas especies muestran una resistencia inherente frente a la

vancomicina (Murray et al., 2009).

Bacterias Gram Negativas

Son microorganismos que poseen una capa delgada de péptidoglicano y una
membrana externa que protege al citoplasma bacteriano. Muchas enfermedades son
provocadas por bacterias gramnegativas como la meningitis causada por Neisseria
meningitidis, la fibrosis quistica pulmonar fruto de una infeccibn por Pseudomonas
aeruginosa, septicemia como consecuencia de una infeccién extraintestinal de
Escherichia coli o cualquier tipo de enfermedad nosocomial en donde se ha visto
implicado el microorganismo Klebsiella pneumoniae (Ruiz y Moreno, 2005). Estas

bacterias poseen pared celular mas complejas a diferencia de las gram positivas, estas
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poseen dos capas en el exterior de la membrana citoplasmaética, e inmediatamente por
fuera de la membrana citoplasmatica se encuentra una ligera capa de peptidogliucano

gue representa solo 5% a 10% del peso de la pared (Murray et al., 2009).

Género Escherichia: Este género esta formado por las especies: Escherichia coli
y Escherichia hermanii. Donde la Escherichia coli es la bacteria mas constantemente
encontrada en la materia fecal del hombre y de muchas especies animales. Su nicho
ecologico natural es el intestino delgado y grueso, forma parte de la flora nativa
intestinal y se encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio. Poco después del
reconocimiento de E. coli como un entero patégeno, se hace aparente que no todas las
cepas son igual de virulentas; es la especie predominante de la flora anaerobia
facultativa del colon humano. Las infecciones producidas por esta cepa patdgena
pueden estar limitadas a las mucosas o bien diseminarse. Cuatro sindromes clinicas
pueden resultar de la infeccidn por cepas patogénicas: infecciones urinarias, sepsis,

meningitis y enfermedad diarreica (Romero, 2007).

Género Klebsiella: Este género incluye las especies: Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella planticola
y Klebsiella terrigen. Los factores de patogenicidad de este género son: la capsula que
es un factor antifaocitario, y la endotoxina de pared, que es lipopolisacarido, como los
otros bacilos de esta familia; que puede infectar diversos tejidos, especialmente las
infecciones del aparato respiratorio producidas K. pneumoniae, que se manifiestan por
neumonias de alta gravedad. La K. rhinoscleromatis es el agente etiolégico del
rinoescleroma y la rinitis granulomatosa cronica, y K. ozaenae produce una rinitis

cronica atrofica que se manifiesta por olor fétido (Romero, 2007).

Género Pseudomonas: Esta constituido inicialmente por una gran coleccion
heterogénea de la bacteria sin capacidad de fermentacion que se agruparon por sus
parecidos morfolégicos; se denominaban Pseudomonas porque se solian disponer en
parejas de células que recordaban a una célula Unica, donde incluyen casi 200

especies. La mas importante es P. aeruginosa que se dan en infecciones nosocomiales
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y en pacientes inmunodeficientes. Los individuos de la familia son de vida libre, y se
encuentran en el material organico en descomposicion, donde tienen un importante
papel en su degradacién; algunas especies son patdégenas de plantas, mientras que
otras pueden producir infecciones en animales; y solo unas pocas se han encontrado

en infecciones humanas (Romero, 2007; Murray et al., 2009).

Mecanismos de Accién de los Agentes Antibacterianos.
Los antibacterianos usados para el tratamiento de las infecciones bacterianas
pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion:
1) Interferencia en la sintesis de la pared celular.
2) Inhibicidn de la sintesis de proteinas.
3) Interferencia en la sintesis de &cido nucleicos.
4) Inhibicion de rutas metabdlicas.

5) Alteracion de la estructura de la membrana bacteriana (ver Tabla 2).

Los antibacterianos que actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular incluyen a
los B-lactamicos y a los glicopéptidos. En el caso de los B-lactamicos interfieren con las
enzimas (PBP= Proteinas ligadoras de penicilina que corresponde a enzimas
transpeptidasas) requeridas para la sintesis de la capa de peptidoglucano. La
vancomicina y la teicoplanina se unen al residuo terminal D-ala-D-ala del precursor del
peptidoglucano, impidiendo el entrecruzamiento del mismo requerido para la sintesis de

una pared celular estable (Rosa & Prieto, 2006; Prats, 2008).

Por su parte, los macrélidos, aminoglucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol,
clindamicina, estreptograminas y oxazolidinonas producen su efecto antibacteriano
inhibiendo la sintesis de proteinas. Los aminoglucésidos y tetraciclinas se unen a la
subunidad 30S, mientras que el resto se unen a la subunidad 50S. Por otro lado, las
qguinolonas ejercen su efecto antibacteriano inhibiendo las enzimas necesarias para la
sintesis de ADN (ADN girasa y ADN topoisimerasa V), mientras que el rifampin se une
a la ARN polimerasa, inhibiendo la sintesis de ARN. En el caso de las sulfonamidas

inhiben un paso en la sintesis bacteriana del acido folico y el trimetoprim (TMP) inhibe
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otro paso. Formulaciones que combinan sulfonamida/trimetoprim estan inhibiendo dos

enzimas secuenciales en la via del acido félico (Rosa & Prieto, 2006; Prats, 2008).

Tabla 2. Mecanismos de Accién de los Agentes Antibacterianos.

Mecanismos Antibioticos
- B-lactamicos:  penicilinas, cefalosporinas,
Interferencia con la sintesis de la pared carbapenems, monobactams.

celular - Glicopéptidos: vancomicina, teicoplanina.

-Unibn a la subunidad ribosomal 50S:
macrolidos, cloranfenicol, clindamicina,
quinupristina-dalfopristina, linezolid.
Inhibicion de la sintesis de proteinas -Unibn a la subunidad ribosomal 30S:
aminoglucosidos, tetraciclinas.

-Union a isoleucil-tRNA-sintetasa bacteriana:

mupirocina.
-Inhibe sintesis de ADN: quinolonas.
Interferencia con la sintesis de acido -Inhibe sintesis de ARN: rifampin
nucleico
-Inhibicién de la via metabdlica: sulfonamidas,
Inhibicion de la via metabdlica: analagos de acido fdlico.

- Polipéptidos: polimixinas.
Alteracion de la estructura de la - Lipopéptidos: daptomicina
membrana bacteriana

(Olivaro, 2015).

Ahora, la alteracién de estructura de la membrana bacteriana se postula que las
polimixinas ejercen sus efectos inhibidores mediante el aumento de permeabilidad de la
membrana bacteriana, causando fuga de contenidos de la bacteria. La daptomicina
actia como una molécula amfipatica, insertandose directamente dentro de la
membrana citoplasmatica de las bacterias grampositivas, mediante un proceso que es
dependiente de la concentracién de calcio (Ca?*). Como consecuencia de ello se
produce una rapida despolarizacion de la membrana bacteriana y la salida al exterior de
una corriente de iones potasio (K*). Estos cambios determinan una rapida detencién de
los procesos de sintesis proteica y de acidos nucleicos (DNA y RNA), que provoca la

muerte de la bacteria (Straus & Hancock, 2006).
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Mecanismos de Resistencia Bacteriana.
Existen cuatro mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse

resistente al efecto del antibiético, los cuales pueden ocurrir simultdneamente:

Inactivacion y Modificacion del Antibiotico:

Este mecanismo se lleva a cabo mediante la produccién de enzimas que inactivan
o modifican el antibiético volviéndolo inefectivo. Un ejemplo son las B-lactamasas,
enzimas que inactivan el antibidtico hidrolizando el anillo B-lactamico de la molécula.
También se conocen casos de resistencia a macrdlidos y tetraciclinas debido a la

inactivacion de los mismos por enzimas (Olivaro, 2015).

Otro ejemplo de este mecanismo son las enzimas que modifican quimicamente a
los aminoglucosidos comprometiendo su unién a su blanco molecular (subunidad
ribosomal 30S). Tres tipos de modificaciones han sido descriptas, catalizadas por
Ofosfotransferasas (APH), O-adeniltransferasas (ANT) y N-acetiltransferasas (ACT). La
resistencia al cloranfenicol es tipicamente otorgada por acetiltransferasas existentes
tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas. Estas enzimas acetilan los
dos grupos hidroxilo de la molécula y previenen la unién del cloranfenicol al ribosoma
50S (Olivaro, 2015).

Alteracion del Sitio Blanco del Antibiético:

Modificaciones en los blancos especificos de las bacterias hacen que se limite o
impida la interaccién con el antibiético y asi se promueve la resistencia. El mecanismo
mas comun de resistencia a los macrolidos se da por modificacion del sitio blanco,
especificamente a través de una metilacién en un residuo de adenina en el dominio V
del 23S rARN. La resistencia a los B-lactamicos por expresion de blancos de baja
afinidad (PBPs) es también comun. Por otra parte, la resistencia a las fluoroquinolonas
ha sido atribuido a mutaciones en el blanco, ADN girasa y topoisomerasa. También
ocurre resistencia a las tetraciclinas y aminoglucosidos por mutaciones en el sitio
blanco (Olivaro, 2015).
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Disminucién de la Permeabilidad al Antibiético:

La membrana externa en bacterias Gram negativas proporciona una formidable
barrera que tiene que ser superada. En efecto, esta barrera explica, al menos en parte,
la resistencia mejorada de organismos Gram negativos vs Gram positivos a muchos
antibacterianos. Los antibioticos presentan dos vias para atravesar la membrana
externa: una via mediada por la bicapa lipidica para los antibiéticos hidréfobos
(macrdlidos, aminoglucosidos, rifampicina, etc.) y otra via mediada por porinas, que son
proteinas que forman poros de tamafios especificos, para antibidticos hidrofilicos (8-
lactdmicos, cloranfenicol). Las tetraciclinas y las quinolonas utilizan las dos vias para
ingresar a la célula. Las caracteristicas de permeabilidad de esta membrana dada por la
composicion de lipidos y proteinas tienen un alto impacto en la susceptibilidad de los
microorganismos a muchos tipos de antibidticos, los cuales esencialmente tienen sus

blancos de accion en el interior de la célula (ver Figura 2) (Troncoso et al., 2017).

Aumento de la Extrusién del Antibiético por Bombas de Eflujo:

Las bombas de eflujo son proteinas transportadoras involucradas en la extrusion
de sustratos toxicos (incluyendo todas las clases de antibidticos clinicamente
relevantes) desde el interior celular hacia el ambiente externo. Estas proteinas son
encontradas tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas y los genes que
las codifican estan localizados en cromosomas o plasmidos. Confieren resistencia a
tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, B-lactamicos, novobiocina, rifampicina,
acido fusidico, &cido nalixidico, antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario
(Olivaro, 2015).
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Figura 2. Estructuras de las Paredes Celulares de las Bacterias Gram negativas y
Gram positivas. (Olivaro, 2015).

Familia Asteraceae

Las asteraceas retnen aproximadamente 23000 especies que se reparten en
1500 géneros, las plantas de estas familia se caracterizan por ser muy adaptables, ya
gue se pueden encontrar miembros de esta familia en diversas partes del mundo,
muchas de ellas son de interés econdmico para el hombre como es el caso del girasol,
la diversidad de plantas que encierra esta familia comprende hierbas anuales o
perennes, arbustos, lianas, epifitas y plantas acuéticas; muchas de ellas han
desarrollado la capacidad de defenderse de los herbivoros o sobrevivir a condiciones
climaticas aridas o frio intenso (ver Esquema 2) (lzco, 2004).
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Esquema 2. Clasificacion Taxondmica de la Familia Asteraceae.

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Asteridae
Orden Familia: Asterales
Tribu: Heliantheae

Descripcion Boténica de la Familia Asteraceae

Son plantas herbaceas 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. La inflorescencia es un
capitulo, que consiste en una estructura ensanchada (receptaculo) donde se sitian
desde una a cientos de flores, rodeadas por las bracteas del involucro. El receptaculo
puede ser plano, concavo o convexo y tener escamas o pelos entre las flores (Izco,
2004).

Las flores hermafroditas, unisexuales o estériles. Sin céliz o con éste reemplazado
por vilano de pelos o escamas; los pelos pueden ser lisos, escabridos o plumosos.
Corola formada por 5 pétalos soldados; puede ser tubulosa, con forma de tubo
(flésculos o flores flosculosas) o de lengiieta con 3 o 5 dientes (ligulas o flores
liguladas). En un mismo capitulo todas las flores pueden ser flosculosas (Cirsium),
todas liguladas (Taraxacum) o una combinacion de flosculosas y liguladas (Anthemis).
Androceo formado por 5 estambres epipétalos soldados por sus anteras (singenésicos).
Son plantas entomégamas. El gineceo es infero y unilocular. El fruto tipo aquenio o

cipsela (Izco, 2004).
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Distribucion Geogréfica de la Familia Asteraceae

Las Asteraceas (Compositae) constituyen un grupo claramente monofiletico en el
gue se reconocen actualmente cerca de 1500 géneros y unas 23000 especies. Entre
ellas se cuentan desde plantas perfectamente adaptadas a vivir en las zonas alpinas de
las montafias mas elevadas, hasta elementos cactiformes capaces de sobrevivir en
zonas desérticas; ademas, la familia comprende plantas de extraordinario interés
econdmico para el hombre y numerosos taxones empleados habitualmente en
jardineria (1zco, 2004). Esta ampliamente distribuida por todo el mundo (cosmopolita)
pero se halla mejor representada en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales
(Figura 3) (Heywood, 1985).

Figura 3. Distribucién Geografica de la Familia Asteraceae. (Heywood, 1985).

Usos Generales de la Familia Asteraceae.

El capitulo de las Asteraceas es una unidad ecolégica que atrae polinizadores
sobre todo por el efecto visual, incrementado por flores reunidas en densas y
conspicuas agrupaciones. Asi, el néctar y el polen ofrecido a pronubos y oportunistas
estan reunidos en un breve espacio, facilitando su tarea y optimizando el consumo
energético. La apicultura de casi todo el mundo debe gran parte de la produccién de
néctar y polen de ecosistemas naturales y agroecosistemas a la diversidad y al

predominio de asteraceas en la vegetacion natural y en la agricultura; en algunos
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lugares son su principal fuente y dan grandes mieladas junto a especies de fabaceas,
mirtaceas, etc. (Del Vitto & Petenatti, 2015).

Ahora bien, numerosas Asteraceas son promisorias como hortalizas, pero
contienen principios amargos (que inducen baja palatabilidad) o toxicos. Las que
resultan comestibles presentan bajos niveles de toxinas, o han sufrido intensa seleccion
artificial, como los diversos cultivares de “lechuga” (Lactuca sativa), nativa del sur de
Europa que es hoy el tercer cultivo horticola en Argentina. Etnias locales emplean el
follaje de otras Asteraceas, como especies de Achillea, Acmella, Adenocaulon, Arctium,
Artemisia, Aster, Guizotia, Heteropappus, Silybum y Senecio. El “yacén” o “aricoma” de
los Andes centro y sudamericanos (Smallanthus sonchifolius) es una hierba cuyas hojas
se usan en medicina popular en tanto que la harina de los rizomas se recomienda en
dietas hipocaldricas y para diabéticos por sus fructooligosacéaridos (Sanchez & Genta,
2007).

Por otra parte, estudios etnobotéanicos y etnofarmacoldgicos de plantas de todo el
mundo han revelado el uso terapéutico y las propiedades de gran cantidad de
Asteraceas. Son riquisimas en sustancias bioactivas y participan tanto en la medicina
popular, donde constituyen una tradicion acendrada como en la formulacion de
medicamentos herbarios e industriales. Asimismo, muchas son ampliamente cultivadas
en parques Yy jardines, sobre todo por el atractivo de sus inflorescencias, follaje o
fructificacién. Algunas de estas plantas resultan muy decorativas ya que todas o casi
todas las flores de la inflorescencia son liguladas, dando lugar a vistosos capitulos
“‘compactos” o “dobles”, como en la mayoria de las especies de Dahlia, Dendranthema

(el “crisantemo” de los floristas) y Gerbera, entre otras (Del Vitto & Petenatti, 2015).

En el caso de las Asterdceas arbéreas no son numerosas y, en general, su
distribucion se limita a las zonas tropicales. No participan del mercado maderero porque
no alcanzan dimensiones suficientes, salvo algunas especies de Brachylaena, del
oriente africano y Madagascar, que rinden maderas fragantes, semejantes a las de

“sandalo”, aptas para pisos, muebleria y construcciones durables. Entre las especies de
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interés ganadero, con alto valor energético como forraje, destaca el “topinambur”
(Helianthus tuberosus), llamado también “papa chanchera” porque los cerdos pueden
extraer los tubérculos por sus propios medios, ahorrando el uso de maquinaria. El
follaje de otras Asteraceas es alimento para el ganado, a veces por su alto valor
proteico como en el “mirasol” o “botdn de oro” (Tithonia diversifolia) y las “toras” blanca

(Verbesina turbacensis), originarias de América Central (Del Vitto & Petenatti, 2015).

Es importante resaltar, la accidon de algunas Asteraceas como insecticidas, pues
en momias egipcias se han hallado capitulos pulverizados de plantas de la tribu
Anthemideae, con posible funcién insecticida para preservar el cuerpo embalsamado.
En agricultura se ha comenzado a aplicar metabolitos secundarios de Asteraceas y
otras plantas en el control de plagas, que a diferencia de los compuestos sintéticos no
generan resistencia en los parasitos y son ecoldégicamente menos riesgosos (Del Vitto &
Petenatti, 2015).

Género Tithonia

El género Tithonia, cuenta con mas de 10 especies, es originario de
Centroamérica pero se encuentra ampliamente distribuido en el area tropical de
diferentes continentes, lo que le confiere una gran plasticidad ecolégica. Es
comunmente aceptado que su centro de origen es América Central o México, aunque
no se descarta que lo sea América del Sur. Ha sido reportada en Cuba, las Filipinas,
Kenia, India, Celian, Sur de México, Guatemala, el Salvador, Costa Rica, Honduras,
Panama, Colombia y Venezuela, con diferentes nombres y usos incluida la nutricién
animal (Pérez et al., 2009). Este género es frecuente en Venezuela, tanto en jardines
como plantas semi-silvestres, y pueden hallarse en zonas calidas como en zonas de
clima templado (Cruz & Vela, 2011).
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Especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Es una planta herbacea de la familia Asteraceae, tribu Heliantheae y subtribu
Helianthinae originaria de Centro Ameérica. Tiene un amplio rango de adaptacion, tolera
condiciones de acidez y baja fertilidad en el suelo. Comiunmente conocida como boton
de oro, falso girasol o girasol mexicano, goza de una amplia adaptacién edafoclimatica
pues ha sido reportada en mas de 50 paises. Es ademas una especie con buena
capacidad de producciéon de biomasa, rapido crecimiento y baja demanda de insumos y
manejo para su cultivo. Presenta caracteristicas nutricionales importantes que la han
considerado como una especie con potencial en alimentacion animal (Rivera et al.,
2018).

Por lo tanto, se ha reportado su uso en la apicultura y alimentacion de vacas,
conejos, curies, ovejas y cerdos. También se siembra como cerca viva para rodear
sitios donde se ubican colmenas y areas de bosque para proteccion de fuentes de
agua. Se utiliza también como especie ornamental y en parcelas de produccién agricola
con alta diversidad para atraer insectos benéficos. En Costa Rica se esta utilizando T.
diversifolia a nivel experimental para incrementar la produccion de frijol en barbechos
mejorados. Se considera que esta especie aporta nutrientes en especial fésforo, para el
desarrollo del frijol. En Filipinas se utiliza como abono verde en cultivos de arroz (Rivera
et al., 2018).

Caracteristicas Botanicas de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Es una planta herbacea o arbustiva robusta, que pertenece al reino Plantae (ver
Esquema 3) (Pérez et al., 2009), su altura aproximada esta entre 1,5 y 4,0 metros; su
tallo es erecto con ramificaciones, las ramas mas tiernas poseen pelillos en la superficie
esto se pierde con el tiempo; sus hojas estan alternadas y pecioladas, las hojas miden
hasta 20 centimetros de largo y de ancho, pueden poseer de 3 a 5 Iébulos, las bases
pueden estar en ocasiones algo truncadas, pero muy angosta a lo largo del peciolo, y

en cuya base se amplia en dos |6bulos pequefios, la cara superior de la hoja puede
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estar cubierta por pelos de base hinchada con abundantes pelillos y con algunos puntos

glandulares en la cara interior (Pérez et al., 2009; Gonzalez-Castillo et al., 2014).

En cuanto a la inflorescencia, se presenta en capitulos formados por flores sésiles,
estas se disponen sobre un receptaculo convexo, en su superficie posee bracteas
rigidas, puntiagudas que pueden tener hasta 11 mm de largo que rodean las flores del
disco; las flores van de 12 a 14, son liguladas, se ubican en la periferia de la cabezuela,
la corola de hasta 6 cm de largo, es un tubo ubicado en la base y llega hasta el 4pice en
forma de un pétalo de una flor sencilla y puede ser de color amarillo o anaranjado y
puede tener de 2 a 3 dientes en el apice. Las flores de disco son numerosas,
hermafroditas, que se ubican en la parte central (Pérez et al., 2009; Gonzéalez-Castillo et
al., 2014).

Esquema 3. Clasificacion Taxondmica de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Reino: Plantae.
Subreino: Traqueobionta.
Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Asteridae.
Orden: Asterales.
Familia: Asteraceae.
Género: Tithonia.

Especie: diversifolia.

Nombres Comunes de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

En Guatemala se conoce con los nombre de mirasol, quil amargo y sajan grande,
en Venezuela como tara, taro (Estados Carabobo y Aragua), flor amarillo (Estado
Portuguesa) y arnica (Estados Trujillo y Mérida). En Colombia se denomina mirasol,
boton dorado, girasola, gamboa, y boton de oro y en Cuba margaritona o arnica de la
tierra, también se conoce como girasol silvestre, o Flor de sol mexicana (Gonzalez-
Castillo et al., 2014).
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Composicién Quimica de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

Segun Chagas et al., (2012) la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray es
una fuente importante y natural de diversos productos, particularmente lactonas
sesquiterpénicas, diterpenos, flavonoides y saponinas, razén por la cual pueden
modificar las poblaciones microbianas a nivel de rumen sin afectar la digestibilidad y
aprovechamiento de los nutrientes en la dieta. Dentro de estos grupos se ha reportado
la presencia de un analogo del acido artemisinico [34]. La artemisinina es una lactona
sesquiterpénica con un puente endoperéxido de la planta Artemisia annua, derivados
de este compuesto se han utilizado en el tratamiento de la malaria (Bordoloi et al.,
1996; Gonzélez, 2005). Asimismo, se ha reportado la presencia de tagitinin A [35] y
tirotundin [36] (Ambrosio et al., 2008). Por su parte Obafemi et al., (2006) identificaron
del extracto de las hojas de la T. diversifolia un germacranolido [37] tipo lactona

sesquiterpénica, la cual ha demostrado actividad antibacterial y antifungica.

Por otro lado se ha reportado la presencia del acido kaurénico [38] de las hojas de
la especie en estudio y de las flores acidos grasos como el éster de faradiol [39],
escualeno [40] y estigmasterol [41] y un flavonoide la hispidulina [42] (Ambrosio et al.,
2008; Rasaga et al.,, 2007) (ver Cuadro 6). Ahora bien, Wanzala et al.,, (2016)
caracterizaron el aceite esencial de las partes aéreas frescas de T. diversifolia, donde
mostré una composicién compleja de aproximadamente 50 compuestos, una mezcla de
monoterpenos y sesquiterpenos, 54% y 46%, respectivamente. Entre estos el a-pineno
[1] se produjo en la mayor cantidad (63,64%), seguido del B-pineno [2], isocariofileno
[43], (E)-nerolidol [10], 1-tridecanol [44], limoneno [6], sabineno [45], entre otros (ver
Cuadros 1 y 6). Estos compuestos pueden ser utiles en el futuro en las industrias

farmacéutica, agricola, alimentaria y de perfumeria.
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Cuadro 6. Compuestos Aislados de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

R= Acidos grasos de cadena larga

[43] [44] [45]
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Hipotesis de la Investigacion

En vista de que existen estudios realizados con anterioridad, que demuestran la
alta potencialidad de los géneros pertenecientes a la familia botanica Asteraceae, en lo
que se refiere a su capacidad de biosintetizar compuestos voléatiles, es posible
encontrar en las hojas y flores de la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray,
compuestos volatiles estructuralmente relacionados con los que hasta ahora se han

reportado en géneros de la familia Asteraceae.

Puesto que en investigaciones realizadas anteriormente se comprobo la eficiencia
de los metabolitos secundarios obtenidos de las hojas y flores de la Tithonia diversifolia
(Hemsl.) A. Gray perteneciente a la familia Asteraceae, contra bacterias grampositivas y
gramnegativas, es posible que los aceites esenciales extraidos de dicha especie

posean actividad antibacteriana contra cepas de referencia ATCC.
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Operacionalizacién de Variables

La operacionalizacion de variables es el proceso a través del cual se observan las
propiedades del objeto de estudio que no son cuantificables, se llevan a una expresiéon
que las hace mas directamente medible. Segin Hernandez et al., (2010) definen las
variables como una propiedad que puede variar y que esa variacion puede ser
observada o medida; esta se aplica a un grupo de personas u objetos, y estas

adquieren diversos valores o manifestaciones en relacion a la variable.

Variable Dependiente: Actividad antibacteriana contra bacterias grampositivas y

gramnegativas ATCC.

Variable Independiente: Composicion quimica del aceite esencial de las hojas y

flores de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae).

Variable Interviniente: Metodologia e instrumentos utilizados en el cultivo de las

bacterias y uso de la técnica.

El investigador define tanto conceptualmente como operacionalmente a la
variable, para indicar a cualquier persona que lea la investigacion que pasos debe
seguir para medirla (Toro & Parra, 2006). La operacionalizacion de las variables
estudiadas se representa en la Tabla 3.
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Tabla 3. Operacionalizacién de las Variables.

Objetivos Especificos

Variables

Dimensiones

Indicadores

Extraer el aceite
esencial de las hojas y
flores de la especie
Tithonia diversifolia
(Hemsl.) A. Gray, por
hidrodestilacion
empleando la Trampa de
Clevenger.

Aceites esenciales
de hojas y flores

Caracteristicas
organolépticas

- Color

- Olor

- Sabor

- Solubilidad

Separar e identificar los
compuestos de los
aceites esenciales

obtenidos, por
cromatografia de gases
acoplada a
espectrometria de
masas.

Compuestos
presentes en los
aceites esenciales

Moléculas activas en
el &mbito medicinal

Conservacion

- Monoterpenos

- Sesquiterpenos
- Alcoholes

- Fenoles simples
- Lactonas
sesquiterpénicas
- Diterpenos

- Luz, envase y
temperatura

Calcular los indices de
Kovats de los
compuestos
identificados.

Compuestos
presentes en los
aceites esenciales

Tiempos de
retencion

- Valores publicados en la
literatura

Analizar la actividad
antibacteriana de los
compuestos volatiles

extraidos de la Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A.

Actividad
antibacteriana

Cepas grampositivas

Cepas gramnegativas

- Stapylococcus aureus
~ Enterococcus faecalis

- Escherichia coli
- Klebsiella pneumoniae

antibacteriana de la
especie Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, en cepas ATCC.

minima inhibitoria

Gray, a través del - Pseudomona
método de difusion en aeruginosa
agar con disco frente a

cepas de referencia
ATCC.

Establecer la - Bacterias
concentracién minima Actividad - grampositivas
inhibitoria (CMI) de los Concentracion antibacteriana - Bacterias

aceites con actividad obtenida - gramnegativas
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Enfoque de la Investigacion

La presente investigacion se plante6 en un enfoque mixto, en el que se
presentaron los resultados tanto cualitativos como cuantitativos, siempre buscando la
consistencia entre ellos para evitar contradicciones o paradojas, ya que ambos
enfoques se entremezclan y complementan durante todo el proceso de investigacion
(Gbémez, 2006).

Tipo de Investigacion

La investigacion fue definida bajo un tipo de investigacion confirmatoria, ya que se
bas6 en demostrar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de las hojas y
flores de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, asi como los componentes quimicos

presentes en los aceites.

Disefio de la Investigacion

Segun Arias (2012) el disefio de investigacion “es la estrategia general que adopta
el investigador para responder al problema planteado” (p. 27). Al respecto, la presente
investigacion se bas6 en un disefio de laboratorio o experimental. La investigacion
experimental es: “un proceso que consiste en someter a un objeto de estudio o grupo
de individuos a determinadas condiciones, estimulos o tratamiento (variable
independiente), para observar los efectos o reacciones que se producen (variable
dependiente)’ (p. 34). Es importante senalar que este estudio se realizdé en un lapso de
tiempo determinado. Por lo tanto también es un tipo de disefio de investigacion
transversal, segun Hernandez et al., (2010), porque los datos se recolectan en un solo

momento, en un tiempo Unico.
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Poblacion y Muestra

En el caso objeto de estudio de la presente investigacion, la poblacion fue
constituida por la especie Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. (Asteraceae)
recolectada en el Municipio Julio Cesar Salas, Sector ElI Aguacil a 100 metros del
puente junto al rio, Zona Panamericana (zona calida), Estado Mérida- Venezuela. De la
poblacion sefialada se tomd una muestra no probabilistica. La muestra estuvo integrada
por la recoleccion de dos (2) kilos de hojas y dos (2) kilos de flores frescas de la
especie vegetal. La determinacién botanica se realizé en el herbario MERF de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes, con la ayuda de
un taxdbnomo especialista, la Ing. Maria Rodriguez. Un voucher de cada muestra fue
depositado bajos el numero 01, para la extraccion de los aceites esenciales y los
ensayos de actividad antibacteriana (ver Figuras 4 y 5).

Figura 4. Planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. (Asteraceae).

Figura 5. Voucher Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. (Asteraceae).
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Procedimiento de la Investigacion

Extraccion del Aceite Esencial de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Las hojas y flores frescas se separaron del resto del material vegetal y se licuaron,
con la finalidad de romper las células que contienen el aceite aromatico y aumentar asi
el rendimiento de la extraccion. Esta se realiz6 con un equipo de hidrodestilacion,
empleando la trampa de Clevenger. El proceso se realiz6 durante 3 horas, hasta
obtener un aceite esencial de color caracteristico de cada muestra. Los aceites
obtenidos fueron guardados a baja temperatura de 4-6 °C, tomando la precauciéon de
protegerlos de la luz y de la presencia de oxigeno, debido a que estos factores alteran
la composicion de las esencias oxidando los dobles enlaces y cambiando la

configuracion de algunos componentes (Takeoka et al., 1986) (ver Esquema 4).

Técnicas para la Caracterizacion de los Compuestos Volatiles del Aceite
Esencial de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

Las esencias obtenidas fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) utilizando un cromatografo de gases marca Hewlett-
Packard modelo 6898, con columna capilar HP-5 de 30 metros de largo y equipado con
un detector de masa marca Hewlett-Packard modelo 5973. El espectro de masa
muestra informacion sobre el patrén de fragmentacion del compuesto, su masa
molecular y porcentaje de similitud con los compuestos contenidos usando la base de
datos Wiley MS Data Library 6th edicion (Sandra & Bicchi, 1987). Para el analisis se
preparé una solucién de 20 puL de cada aceite en 1 mL de éter dietilico. De cada
muestra se inyect6 1,0 ulL. El programa de temperatura utilizado fue el siguiente:
iniciandose en 60 °C durante cero (0) minutos, luego se increment6 a razon de 4 °C/min

hasta 260 °C. El inyector se mantuvo a 200 °C. La relacion de reparto fue de 1:100.
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Céalculo de los indices de Kovéats

El calculo de los indices de Kovats se realizé en un cromatégrafo de gases marca
Perkin Elmer modelo Autosysten. Se compararon los tiempos de retencién de los
componentes de cada aceite esencial con una serie de n-parafinas (C7-C22) (Kovats,
1958). Los valores obtenidos se compararon con los valores publicados en la literatura
(Adams, 1995; Davies, 1990). (Esquema 4). El estudio fitoquimico del aceite esencial
de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, se realizé en el Instituto de Investigaciones
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis (IIFFB) de la Universidad de Los Andes,

Mérida, Venezuela, bajo la asesoria del Dr. Luis B. Rojas.

Esquema 4. Obtencion de los Aceites Esenciales de Tithonia diversifolia (Hemsl.)
A. Gray.

Material Fresco (Hojas y Flores) -
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. A \
>

‘l' \L

Licuado

\

I Hidrodestilacion ‘

(Trampa de Clevenger)

Aceites Esenciales

HRias A Flores
[ S —
ldentificacion de los Compuestos Calculo de los indices
Quimicos por CG/EM de Kovats
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Prueba de Susceptibilidad Antibacteriana

Para evaluar la actividad antibacteriana se empleé la técnica de difusion en agar
con disco llamada también método de Kirby- Bauer, prueba que permite medir la
susceptibilidad in vitro de microorganismos patdégenos y fitopatdgenos frente a una
sustancia o a la mezcla de varias sustancias desconocidas de origen vegetal con
potencial antimicrobiano (Prescoott et al., 2004). Se emplearon bacterias de referencia
internacional: Staphylococcus aureus (ATCC 27922), Enterococcus faecalis (ATCC
19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Esta prueba se realizé en el Laboratorio de
Bioquimica, Departamento de Bioanalisis Clinico, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de

la Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de la Profesora Yndra Cordero de Rojas.

Método de Difusidén en Agar con Discos

Preparacion de las Placas: Se depositaron aproximadamente 20 mL de agar
Mueller-Hinton (HIMEDIA®) en placas de Petri (CLSI, 2014), suplementado con 2 % p/v
de glucosa y azul de metileno (0,05 pug/mL) (NCLS, 2004). Luego las placas se dejaron

solidificar a temperatura ambiente y se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de los Discos: Se emplearon discos de papel de filtro de 2 mm de
grosor por 6 mm diametro, los cuales se organizaron en una placa de Petri y se
esterilizaron con luz ultravioleta (LUV), durante toda la noche previa al ensayo.
Posteriormente fueron impregnados con 10 pL de cada aceite por separado y de igual
modo se impregnaron discos con el solvente utilizado (dimetil-sulfoxido DMSQO), como

control negativo.

Preparacion del In6culo Microbiano: Cada inoculo bacteriano se preparé en
solucion salina fisiolégica (SSF) estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco
de cada cepa bacteriana repicada en caldo Mueller-Hinton, con antibiético control para
cada cepa, hasta que se logré una turbidez correspondiente al patron de McFarland N°
0,5 (1 x 10 8 UFC/mL, UFC: unidades formadoras de colonias).
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Inoculacion: Una vez preparado el indculo de cada microorganismo, se sembro
en la superficie del agar con un aplicador estéril. Se colocaron los discos de papel de
filtro, previamente impregnados con los aceites y con el control negativo sobre la
superficie del agar inoculado. También se colocé el disco estandar del antibiético de

referencia como control positivo segin el microorganismo (Tabla 4).

Incubacion: Después de haber colocado los discos en las placas con agar
Mueller-Hinton éstas se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos (Pre-
incubacion); luego se incubd a 37 °C por 24 horas en posicion invertida, en atmdosfera
aerobica. Durante dicho tiempo las cepas inoculadas bacterias adquieren los nutrientes
necesarios para su crecimiento, especificamente cuando alcanzan su fase exponencial

o de multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano.

Lectura de los Ensayos: Se realiz6 la lectura de los halos de inhibicién a las 24
horas (Esquema 5). La medicion de los diametros de inhibicion alrededor de los discos
impregnados con los aceites, son producto de la accion antibacteriana y se expresaron
en milimetros para luego realizar su comparacion con las tablas de referencia
permitiendo calificar a la cepa como resistente, intermedia o susceptible a los aceites

empleados.

Tabla 4. Microorganismos y Compuestos de Referencia Usados en la Prueba de

Susceptibilidad Antibacteriana.

Microorganismos Compuestos de Referencia
Staphylococcs aureus Eritromicina
ATCC 27922 15 ug
Enterococcus faecalis Ampicilina

ATCC 19433 10 g
Escherichia coli Piperacilina
ATCC 25922 100 pg
Klebsiella pneumonia Piperacilina
ATCC 23357 100 pg
Pseudomonas aeruginosa Piperacilina
ATCC 27853 100 pg

(Rondén et al., 2005; modificado).
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Concentracién Inhibitoria Minima (CIM): Es la concentracidn mas baja capaz de
inhibir el crecimiento del microorganismo visible (CLSI, 2014). Este método consiste en
enfrentar a las cepas de referencia a diferentes concentraciones de las muestras
(Romero, 2007). La cual se realizo preparando diluciones de los aceites esenciales con
DMSO, y se impregnaron discos con 10 uL de cada dilucién, para luego ser evaluados
por el método de difusion en agar con discos (Esquema 5).

Esquema 5. Analisis Microbioldgico y Lectura de los Halos de Inhibicién.

| Analisis Microbiolégico

Aceite de Hojas T. diversifolia

Aceite de flores T. diversifolia

Control Positivo

Control Negativo -
’ Pre-Incubacion

Agar Mueller-Hinton

Lectura de los Halos de
Inhibiciéon a las 24 horas

Organizacion de la Informacion

En tablas mediante nimeros y gréficos. Finalmente, en el Esquema 6, se resumen
todos los pasos desarrollados en orden metodologico para la obtencién de la
verificacion de las hipétesis planteadas, a través de los materiales y métodos
empleados.
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Esquema 6. Camino Metodologico.

-
_ Hidrodestilacion

l trampa de Clevenger ‘
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion Quimica de los Aceites Esenciales de la Tithonia diversifolia

(Hemsl). A. Gray. (Asteraceae)

En la extraccion del aceite esencial de las hojas de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, se obtuvo 1,2 mL de aceite a partir 1 kg de hojas y 0,6 mL de aceite en relacion a
1,320 kg de flores, ambas muestras recolectadas a las orillas del rio, a 100 metros del
puente en la comunidad de Aguacil Municipio Julio Cesar Salas del Estado Mérida, a
finales del mes de febrero del 2018. En la identificacibn de compuestos volatiles
presentes en las hojas, el cromatograma reportd6 11 compuestos, los cuales
representan el 98,39 % del total del aceite extraido de las hojas (Figura 6). Con
respecto al aceite extraido de las flores se identificaron 12 compuestos, que
representan el 96,45 % del aceite obtenido (Figura 7). Es importante sefialar que debido
a la ubicacion geografica, clima y estacion en la que fue recolectada la planta para la
extraccion de los aceites esenciales, se puede comprender las diferencias en relacién a
la composicién de los mismos, al compararlos con los reportados en la literatura (Ruiz
et al., 2015).

Los elementos que componen el aceite esencial de las hojas y flores de la Tithonia
diversifolia (Hemsl). A. Gray., se pueden observar en las Tablas 5 y 6 respectivamente,
donde se listan todos los componentes quimicos en orden de elucion en la columna HP-
5. Ademas estan reportados los indices de Kovats calculados y los de referencia. La
abundancia relativa de cada componente y el grado de similitud con los componentes
consultados en las bibliotecas digitales del sistema CG-EM. Las muestras se analizaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria. La identificacion de los

componentes se realizd a partir de sus espectros de masas, los indices de retencion y
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los indices de Kovats, comparando con datos de la literatura (Adams, 1995), con

compuestos testigos 0 con datos propios.
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Figura 6. Cromatograma del Aceite Esencial de las Hojas de la Tithonia
diversifolia (Hemsl). A. Gray.
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Tabla 5. Componentes del Aceite Esencial de las Hojas de la Tithonia diversifolia
(Hemsl). A. Gray.

Picos Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
1 a-pineno 5,139 54,44 939 939
2 camfeno 5,429 0,45 951 946
3 sabineno 5,958 4,03 970 976
4 B-pineno 6,049 0,48 973 980
5 limoneno 7,365 19,26 1014 1031
6 trans-B-ocimeno 7,564 10,90 1019 1040
7 B-cariofileno 19,472 1,43 1419 1418
8 a-farneseno 21,740 4,17 1499 1505
9 biciclogermacreno 21,814 1,90 1501 1494

10 espatulenol 24,197 0,88 1576 1576
11 Ledol 24,363 0,54 1581 1602

TR: Tiempo de Retencion, IKcal: indice de Kovats calculado, IKtab: indice de Kovats referencial.

Tabla 6. Componentes del Aceite Esencial de las Flores de la Tithonia diversifolia
(Hemsl). A. Gray.

Picos Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
1 a-pineno 5,140 53,55 940 939
2 B-fellandreno 5,976 1,44 971 1025
3 limoneno 7,366 11,57 1014 1031
4 1,8-cineol 7,449 3,68 1016 1026
5 trans-B-ocimeno 7,565 4,42 1019 1040
6 2,4-hexadienal 11,347 8,99 1166 907
7 Terpineno-4-ol 11,819 3,05 1180 1177
8 a-terpineol 12,232 1,08 1193 1189
9 Hexadeceno (1) 21,617 1,27 1595 1589

10 a-farneseno 21,749 3,17 1499 1505
11 E-Nerolidol 23,768 1,32 1563 1564
12 espatulenol 24,215 2,91 1577 1576

TR: Tiempo de Retencion, IKcal: indice de Kovats calculado, IKtab: indice de Kovats referencial.

En relacion a los 11 compuestos identificados del aceite esencial de las hojas de
T. diversifolia, se reconocieron los siguientes compuestos como mayoritarios: a-pineno
(54,44 %), limoneno (19,26 %), trans-B-ocimeno (10,90 %), a-farneseno (4,17 %) y el
sabineno (4,03 %) (Gréfico 1); estos compuestos han sido identificados en diferentes

investigaciones realizadas a plantas pertenecientes a la familia Asteraceae: a-pineno,
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limoneno, B-cariofileno y espatulenol, por ejemplo son compuestos presente en el aceite
esencial de Achyrocline ramosissima Britton ex. Rusby, los cuales fueron sometidos a
ensayos de actividad antimicrobiana dando como resultado que los mismos, poseen
una significativa actividad antibacteriana contra bacterias grampositivas patdégenas para
el ser humano (Buitrago et al., 2016).

Por su parte, el estudio realizado a la especie Senecio ventanensis (Asteraceae),
donde los compuestos del aceite esencial reportados coinciden en cuatro con la
especie estudiada, como: espatulenol, a-pineno, limoneno y B-pineno (Alza y Murray,
2016); asimismo, dichos compuestos se encuentran presente en la Espeletia shultzii
Wedd (Asteraceae) (Alarcon et al., 2016). Por lo antes expuesto, se puede asumir que
los miembros de la familia Asteraceae indistintamente pueden compartir compuestos en
comun en la constitucion de sus aceites esenciales. Con respecto a la composicion de
los aceites esenciales de las hojas de la T. diversifolia, en estudios previos han
presentado similitud en 9 compuestos de los 11 con los anteriormente aislados: a-
pineno, espatulenol, sabineno, B-pineno, limoneno, trans-B-ocimeno, trimetibiciclo, B-

cariofileno, biciclogermacreno y camfeno (Dorcas et al., 2007).

Ahora bien, de los 12 compuestos volatiles identificados en el aceite de las flores
de T. diversifolia se reconocieron los siguientes compuestos como mayoritarios: a-
pinene (53,55 %), limonene (11,57 %), 2-4-hexadienal (8,99%), trans-B-ocimeno (4,42
%), 1,8-cineol (3,68 %), a-farneseno (3,17 %) y el terpineol (3,05 %) (Grafico 2). Debido
a los resultados obtenidos, al igual que en el aceite esencial de las hojas, se puede
asumir que gran parte de los compuestos presentes en el aceite de las flores, se
encuentran presentes en otros miembros de la familia Asteraceae, como es el caso del
limoneno, espatulenol (Buitrago et al., 2016), a-pineno (Oliva et al., 2018) y B-pineno
(Alarcon et al., 2016).
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Gréfico 1. Principales Componentes del Aceite Esencial de las Hojas de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
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Grafico 2. Principales Componentes del Aceite Esencial de las Flores de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
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Con respecto a los estudios realizados al aceite esencial de las flores de Tithonia
diversifolia, se llevé a cabo una investigacion por parte de Dorcas et al., (2007) titulada:
Identificacion de los Principales Compuestos Volatiles en la Hoja y Flor de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray, en este estudio se muestran el aislamiento de 72
compuestos en el aceite de las flores de estos coinciden con la composicion de las
flores del presente estudio cuatro (4) compuestos que son: a-pineno, limoneno, 1,8-

cineol y el espatulenol.

Ademas, la presente investigacion se correlaciona con los resultados aportado por
Wanzala et al., (2016) donde los aceites esenciales de las partes aéreas frescas de la
Tithonia diversifolia del oeste de Kenia, fueron analizados por CG/EM, donde el a-
pineno se produjo en la mayor cantidad (63,64%). Se concluye que con la naturaleza de
aplicaciones multipotenciales descritas de la especie botanica T. diversifolia, sus
metabolitos secundarios pueden ser Gtiles en el futuro en las industrias farmacéutica,

agricola, alimentaria y de perfumeria.

Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de Hojas y Flores de la Tithonia

diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Se estudio la actividad antibacteriana a través del método de difusién en agar con
discos 0 método de Kirby Bauer y la concentracion inhibitoria minima (CIM), se
determind por medio del método de difusion radial, haciendo uso de diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de la Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
Las bacterias utilizadas en el ensayo microbiolégico fueron cepas ATCC que

englobaron 5 microorganismos de importancia clinica.

En el ensayo preliminar de los aceites puros de las hojas y flores de la especie en
estudio, se determind que el aceite obtenido de las hojas no tenia una capacidad
inhibitoria significativa, por su parte el aceite obtenido de las flores demostro tener una

capacidad de inhibicion significativa (Tabla 7); por lo que el aceite de las flores se
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sometié al ensayo por el método de Kirby Bauer y concentracion inhibitoria minima
(CIMm).

Tabla 7. Ensayo Preliminar de los Aceites Esenciales Puros de la Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Muestras Microorganismos
Aceite Puro | S. aureus E. faecalis | E. coli K. pneumonia | P. aeruginosa
10uL 27923 29212 25922 23357 27853
Flores IND IND +30 + 30 0
Hojas IND IND 0 10 0

IND: Inhibicién no definida (No hay crecimiento bacteriano). +: Actividad significativa. 0: no

hubo halo de inhibicién.

De este modo, los resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial de las
flores de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, reportado en la Tabla 7, revelan que
dicho aceite es efectivo contra bacterias Gram negativas y Gram positivas. Con
respecto a las cepas Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Klebsiella pneumonia (ATCC 23357); de estas cepas los
resultados de inhibicion positivos significativos se obtuvieron para E. coli (ATCC 25922)
con un halo de inhibicion de 7mm y una CIM de 12,5 ppm. Por su parte, las cepas Gram
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 27923) y Enterococcus faecalis (ATCC
29212), los resultados positivos significativo se obtuvieron para E. faecalis (ATCC
29212) con un halo de inhibicion de 7 mm y una CIM de 50 ppm (ver Tabla 8). Segun
Holetz et al., (2002) se considera que si las muestras ensayadas muestran una CIM

menor a 100 pg/mL, la actividad antimicrobiana es buena.

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos en la investigacion
realizada por Miranda et al., (2016), donde los aceites esenciales de diversas plantas se
ensayaron para analizar su actividad antimicrobiana entre estos las hojas de T.
diversifolia, mostrando actividad antibacteriana contra cepas tanto Gram positivas como
Gram negativas. La actividad del aceite contra la bacteria Gram positiva permite inferir
gue el mecanismo de accion de los compuestos volatiles, es capaz de inhibir la sintesis

de la pared celular bacteriana, por su parte en el caso de las cepas Gram negativas que
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posee una pared selectiva que no permite el paso de macromoléculas y elementos
hidréfobos, se puede inferir que los compuestos volatiles actian sobre las bombas de
expulsion o los diferentes mecanismos de membrana encargados de regular la entrada

de sustancias a través de la membrana bacteriana (Bueno-Sanchez et al., 2009).

En este mismo orden de ideas, los aceites esenciales y sus constituyentes
también interactian con la membrana bacteriana, causando trastornos a través de
productos lipofilicos. Estas perturbaciones conducen a la expansion de la membrana, al
aumento de la fluidez y permeabilidad de la membrana, a la alteracion de las proteinas
embebidas en la membrana, a la inhibicion de la respiracién y a la alteracién de los
procesos de transporte idnico en bacterias Gram positivas y Gram negativas (Nazzarro
et al., 2013).

Recientemente, Ferreira et al., (2019), demostraron que el aceite esencial extraido
de las partes aéreas de la especie T. diversifolia presentan actividad antibacteriana
contra cepas Gram positivas y Gram negativas, corroborando con los resultados
encontrados en este estudio. Ademas, se observa que los compuestos que son
diferentes en el aceite esencial de las flores y comunes con el aceite de las hojas, al
estar mezclados se crea un sinergismo capas de inhibir el crecimiento de bacterias
Gram negativas en este caso Escherichia coli hasta concentraciones inhibitorias
minimas de hasta 12,5 ppm en una escala de CIM que va de 100 ppm hasta 6,25 ppm.
Por lo que se concluye, que la actividad de los terpenos por separado no explica la
actividad antibacteriana presentada por el aceite esencial completo en anteriores
estudios. La posible explicacion a este fenomeno es el sinergismo entre los diversos

componentes de la mezcla (Bueno-Sanchez et al., 2009).

Con respecto al resto de los microorganismos empleados en el ensayo
antibacteriano, no fueron tomados en consideracion para el estudio de la concentracion
minima inhibitoria (CIM), debido a que no se realizaron diluciones con concentraciones

menores a 6,25 ppm, y dichas bacterias seguian presentando actividad hasta esa
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dilucion, por lo cual no hay una concentracion que se pueda tomar como la minima

para que el aceite inhiba el crecimiento bacteriano.

Tabla 8. Actividad Antibacteriana del Aceite Esencial de las Flores de la Tithonia

diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Microorganismos Controles Muestras / Diluciones
T7 TAP/T6 | T5 T4 T3 T2 Tl
Cepas ATCC Control | Control 100 50 25 | 12,5 | 6,25
Negativo | Positivo AP ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Escherichia coli 20
25922 0 Pip 12 7 7 7 7 0
Klebsiella pneumonia 16
23357 0 Pip 18 8 8 8 8 8
P. aeruginosa 18
27853 0 Pip 9 9 9 9 9 9
Staphylococcus aureus 25
27923 0 Eri 25 8 8 8 8 8
Enterococcus faecalis 9
ATCC29212 0 Amp 24 9 7 0 0 0

Controles positivos: Pip: Piperacilina 100 pg; Eri: Eritromicina 15 pg; Amp: Ampicilina 10 pg.
Zona de inhibicion en mm, didmetro del disco 6 mm. Rango de concentraciéon 100 a 6,25

ppm.

Finalmente, es importante sefialar que en ambas muestras estudiadas el
compuesto mayoritario fue el a-pineno el cual puede ser un compuesto natural utilizado
cComo una nueva opcion terapéutica en infecciones oportunistas causadas por Proteus
mirabilis (De Sousa et al., 2017). Asimismo, se ha demostrado que el a-pineno y el 3-
pineno, son capaces de inhibir significativamente el crecimiento y la viabilidad celular de
la endocarditis infecciosa causada por bacterias Gram positivos. Estos resultados
apoyan el reconocimiento fitoquimicos como compuestos antibacterianos alternativos

para ser utilizado en formulaciones farmacéuticas (Medeiros et al., 2007).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los componentes quimicos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de las
hojas de T. diversifolia (Hemsl.) A. Gray, por analisis fitoquimico fueron: a-pineno
(54,44 %), limoneno (19,26 %), trans-B-ocimeno (10,90 %), a-farneseno (4,17 %) y el
sabineno (4,03 %).

De los compuestos volatiles identificados en el aceite de las flores de T. diversifolia
(Hemsl.) A. Gray, se reconocieron los siguientes compuestos mayoritarios: a-pineno
(53,55 %), limoneno (11,57 %), 2-4-hexadienal (8,99%), trans-B-ocimeno (4,42 %),
1,8-cineol (3,68 %), a-farneseno (3,17 %) y el terpineol (3,05 %).

El aceite obtenido de las hojas de T. diversifolia (Hemsl.) A. Gray, no tenia una

capacidad inhibitoria significativa contra las cepas ATCC ensayadas.

El aceite esencial de las flores de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, demostré ser

efectivo contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.

La inhibicion significativa positiva se obtuvo para E. coli (ATCC 25922) con un halo
de inhibicion de 7mm y una CIM de 12,5 ppm y en el caso de las cepas Gram
positivas fue para E. faecalis (ATCC 29212) con un halo de inhibicién de 7 mm y una
CIM de 50 ppm.

Finalmente, se puede concluir que la ubicacion, el clima y la estacion de recoleccion
tuvo influencia en la composicién quimica de los aceites esenciales de la Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray, ya que al compararla con la composicién quimica

reportada en la literatura en otros lugares de recoleccién, hay variacion en algunos
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compuestos lo que permite inferir que debido a esta variacion la actividad

antibacteriana es diferente entre ellas.

Recomendaciones

¢ Realizar estudios comparativos de la planta recolectada en un mismo tiempo en
zonas con clima célido y clima frio, para observar la influencia de los cambios
climaticos y la calidad del suelo en la composicion de los aceites esenciales de

la especie estudiada.

e Ampliar el ensayo microbioldgico, incluyendo cepas bacterianas de origen
nosocomial que posean mecanismos de resistencia asociados a las membranas

celulares.

e Con respecto a otros microorganismos se sugiere incluir hongos y parasitos en
futuros ensayos, puesto que estudio previos demuestran que es posible que los

aceites posean actividad antimicoética y antiparasitaria.
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