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RESUMEN

Ecuador es uno de los paises mas ricos en biodiversidad y endemismo del mundo, y cerca de 3200 especies de plantas tienen usos
medicinales. El objetivo de esta investigacién fue evaluar la composicién quimica y el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Lasiocephalus ovatus Schltdl. (Asteraceae) colectada en la provincia de Chimborazo, Ecuador. Las partes aéreas de L. ovatus fueron
sometidas a hidrodestilacién para obtener el aceite esencial, el cual fue analizado mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. La actividad fue evaluada frente a cinco bacterias y una levadura usando la técnica de microdilucién en
caldo en microplacas de 96 pozos. El rendimiento del aceite fue de 0,05 % y 27 compuestos fueron identificados, representando
95,45 % de la composicién total con un elevado contenido de monoterpenos oxigenados (52,17 %). Los compuestos mayoritarios
fueron alcanfor (40,48 %) y 1,2,5,5-tetrametil-1,3-ciclopentadieno (11,90 %), seguido por p-menta-1,5-dien-8-ol (5,23 %) y
1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno (4,69 %). Las bacterias mas sensibles a la accién del aceite fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 con concentraciones minimas inhibitorias de 200-400 pg/mL y bactericidas de 800 pg/mL. La inhibicién
antimicrobiana frente a las bacterias Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y la levadura Candida albicans ATCC 10231 fue baja, con un rango de concentracién minima inhibitoria de 800 a 6400 pg/
mL. Este reporte representa un primer andlisis de la actividad antimicrobiana del aceite de L. ovatus, por lo tanto, una contribucién
importante al estudio del género Lasiocephalus.

Palabras clave: Antibacteriano, antifiingico, constituyentes quimicos, extracto vegetal volatil.

ABSTRACT

Ecuador is one of the richest countries in biodiversity and endemism in the world, and nearly 3200 plant species have medicinal uses.
The aim of this investigation was to evaluate the chemical composition and the antimicrobial effect of essential oil of Lasiocephalus
ovatus Schltdl. (Asteraceae) collected at Chimborazo Province, Ecuador. The aerial parts of L. ovatus were subjected to hydrodistillation
to obtain essential oil, which was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The activity was evaluated against
five bacteria and one yeast using the broth microdilution technique in 96-well microplates. The oil yield was of 0.05 %, and 27
compounds were identified, representing 95.45 % of the total composition with a high content of oxygenated monoterpenes (52.17
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%). The main compounds were camphor (40.48 %) and 1,2,5,5-tetramethyl-1,3-cyclopentadiene (11.90 %) followed by p-mentha-
1,5-dien-8-0l (5.23 %) and 1,6-dimethylhepta-1,3,5-triene (4.69 %). The antimicrobial effect of the essential oil was major against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922 with minimum inhibitory concentrations of 200-400 pg/mL
and bactericidal of 800 pg/mL. Antimicrobial inhibition against the bacteria Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and the yeast Candida albicans ATCC 10231 was low, with minimum inhibitory
concentration ranging from 800 to 6400 pg/mL. This report represents a first study of the chemical composition and antimicrobial
activity of the oil of L. ovatus, therefore, an important contribution to the study of the genus Lasiocephalus.

Keywords: Antibacterial, antifungal, chemical constituents, volatile plant extract.

INTRODUCCION

Ecuador alberga una elevada diversidad vegetal por
superficie de drea y el uso de las plantas medicinales es
parte de la cultura tradicional (Rios et al., 2007). Con fines
medicinales se registraron 3118 plantas pertenecientes a 206
familias, de las cuales el 26 % se usa para tratar infecciones
causadas por bacterias, virus, hongos y pardésitos (de la
Torre etal., 2008).

El género Lasiocephalus, de la familia Asteraceae, comprende
cerca de 27 especies distribuidas en la cordillera de los Andes,
sobre los 3500-4800 m.s.n.m., desde Venezuela hasta Bolivia
y Perti, con una mayor riqueza de especies en Ecuador (Silva-
Moure et al., 2013). La posicién taxonémica de las especies
del género Lasiocephalus ha cambiado a lo largo del tiempo.
Algunos consideran, segun estudios filogenéticos, que este
género carece de limites morfolégicos claros, y consideran a
estas especies como un grupo dentro de Senecio (Calvo y Freire,
2016). Lasiocephalus ovatus Schltdl, es una planta herbdcea
que crece en América del Sur, especialmente en Ecuador y
Colombia, tiene como sinénimos: Culcitium uniflorum (Lam.)
Hieron., C. reflecum H.B.K., Gnaphalium uniflorum Lam.,
(Aquino etal., 2002). Ruales y Guevara (2010) describen, en
su articulo realizado sobre la flora patrimonial de Quito y
sus alrededores (descubierta por la expedicién de Humboldt
y Bonpland en el afio 1802), a la especie L. ovatus como un
arbusto de estatus nativa y colectada en la localidad Monte
Pichincha (Rualesy Guevara, 2010). Cerén (2006) refiere que
esta especie de nombre comun “Arquitecta” es una planta
medicinal nativa de los Andes ecuatorianos, utilizada por la
poblacién para tratar la inflamacién, tlcera y préstata, y estd
dentro de las 273 especies medicinales que se expenden en
las hierberias de los mercados (Cerén, 2006). Por otra parte,
se utiliza en Colombia en la medicina popular como lavado
vaginal para regular el flujo y en Ecuador como diurético,
depurativo y para tratar la sifilis (White, 1985). Las hojas se
utilizan en forma de decoccién como remedio depurativo y
diurético en la medicina popular local y por via tépica para
el tratamiento de algunas afecciones inflamatorias de la piel
(Aquino etal., 2002).

De Bernardi et al. (1990), indicaron la presencia de los
compuestos copaeno, eremofilano, espatulenol y humuleno, en el
aceite esencial (AE) de L. ovatus, siendo el tnico trabajo sobre los
componentes voldtiles realizado de esta especie. Por otra parte, los
reportes sobre el aislamiento de compuestos de extractos de L. ovatus

son limitados; asf del extracto hexanoico se aislaron derivados de
furanoeremofilano (De Bernardi, 1988) y en el extracto etandlico
de C. reflexum recolectada en Riobamba-Ecuador, se identificaron
seis flavonoides: rutina, quercetin-3-O-3-D-galactopiranosido-
4’-O-5-D-glucopiranosido, quercetin-3-O-B-D-glucopiranosido,
isorhamnetin-3-O-f-D-galactopiranosido, quercetina y kaempferol.
Ademds en ensayos in vitro el extracto mostré actividad antioxidante
e in vivo actividad fotoprotectiva (Aquino et al., 2002). En especies
del género Lasiocephalus existe un trabajo realizado por Rondén
et al. (2005), quienes analizaron la composicién quimica por
CG-EM del AE de las partes aéreas de la especie L. longepenicillatus
(Schultz-Bip. ex Sandw.) Cuatrec., recolectada en dos estaciones en
Meérida-Venezuela, y reportaron como componentes mayoritarios:
D-germacreno (37,79 - 17,33 %), alfa-pineno (26,36 - 19,33 %) y
alfa-humuleno (12,29 - 33,54 %).

El propdsito del presente estudio fue determinar la
composicién quimica y la actividad antimicrobiana del
AE obtenido de las partes aéreas de la especie L. ovatus
recolectada en la zona de amortiguamiento occidental
del parque Nacional Sangay en el sector de los paramos
de Cubillin, Provincia de Chimborazo-Ecuador. Este es el
primer reporte sobre la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de la L. ovatus frente a cepas de interés clinico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las partes aéreas frescas de L. ovatus fueron recolectadas
de forma manual en abril de 2017 en la zona de
amortiguamiento occidental del parque Nacional Sangay
en el sector de los paramos de Cubillin, Provincia de
Chimborazo-Ecuador (78°28°48.81”W, 1°44°40.95”S).
Una muestra del espécimen fue depositada en el Herbario
GUAY (con el cédigo de identificacién 024A) tras la
identificacién boténica realizada por el MSc. Xavier Cornejo
de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de
Guayaquil, Ecuador.

Aceite esencial (AE)

Las hojas frescas de L. ovatus (4400 g) cortadas en
pequefias piezas y sumergidas en agua fueron licuadas y
sometidas al proceso de hidrodestilacién empleando la
trampa de Clevenger. El material vegetal estuvo en ebullicién
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durante 4 h a una temperatura de 70 °C; el rendimiento fue
de 0,05 % calculado con base en la masa del material fresco
utilizado. El AE colectado fue secado con sulfato de sodio
anhidro y almacenado en un vial de vidrio &mbar con tapa
de rosca en un refrigerador a -4 °C hasta su andlisis. A partir
del aceite puro se prepard una solucién concentrada de 100
mg/mL en dimetilsulféxido (DMSO), previo a la realizacién
de los ensayos de actividad antimicrobiana.

Andlisis quimico del AE

El andlisis se realizé en un cromatégrafo de gases Hewlett
Packard 6890 serie ll acoplado a un detector de masa Hewlett
Packard 5973, equipado con un inyector automatico HP y
una columna capilar HP-5 de fenilmetil-polisilosano (30 m
de largo por 0,25 mm de didmetro interno, con un espesor
de pared de 0,25 pm). La energia de la fuente de ionizacién
fue de 70 eV con un rango de barrido de 40-500 amu a 3,9
scans/s. Se comenzé con una temperatura de 60 °C con
un incremento de temperatura de 4 °C/min hasta llegar a
260 °C. Se utilizé helio como gas portador, a un flujo de
0,9 mL/min ajustado a una velocidad lineal de 34 m/s. Se
colocé una muestra de 1,0 uL de 2 % de solucién del aceite
en n-heptano con un reparto de 1:100 v/v.

Determinacion de los componentes

Los constituyentes del AE fueron identificados por
comparacién de sus espectros de masa con los de referencia
de la base de datos Wiley (6% edicién). La composicién
porcentual de las muestras se calculé a partir de las areas
de los picos CG y los indices de Kovats se calcularon
comparando los indices de retencién del aceite esencial con
los datos de componentes estandar (serie de n-parafinas
C7-C22) que fueron inyectados después del aceite bajo las
mismas condiciones, o con los encontrados en la literatura
(Davies, 1990; Adams, 2007).

Cepas microbianas

La actividad antimicrobiana del AE se realizé frente a
cepas de la Coleccién de Cultivo Tipo Americano con sus
siglas en inglés ATCC (American Type Culture Collection)
que fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Investigacién de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Chimborazo. El ensayo incluyé
las bacterias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212; las bacterias
Gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603;
y la levadura Candida albicans ATCC 10231, las cuales fueron
mantenidas en agar nutritivo (AN), a excepcidn de E. faecalis
que por sus exigencias metabdlicas lo fue en agar cerebro
corazén (agar BHI) y C. albicans en agar Dextrosa Sabouraud
(ADS). Las placas fueron conservadas a 4 °C, llevandose
a cabo resiembras periédicas. Los cultivos bacterianos se
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realizaron en caldo nutritivo (CN) a excepcién de E. faecalis
que se cultivé en caldo infusién cerebro corazén (BHI) y la
levadura en medio liquido Sabouraud (MLS), y se incubaron
a 37 °C durante 24 h en agitacién orbital.

Actividad antimicrobiana

La determinacién de la concentracién minima inhibitoria
(CMI), concentracién minima bactericida (CMB) vy
concentracién minima fungicida (CMF) frente a las cepas
microbianas se realizé mediante el método de microdilucién
en medio liquido en placas de 96 pozos (Mouijir, 2011). De
la solucién concentrada del AE en DMSO se prepararon
diluciones en medio de cultivo (CN o BHI en el caso de
las bacterias y Sabouraud para la levadura) al doble de
la concentracién inicial requerida, a partir de la cual se
realizaron diluciones seriadas a mitades. Las concentraciones
oscilaron entre 50 y 6400 pg/mLy la proporcién de DMSO
nunca excedié el 1% v/v. Seanadié a cada pozo la suspensién
microbiana asegurando una densidad celular inicial de
1-5%x10°UFC/mL. Cada ensayo fue realizado por triplicado y
se incluyeron controles negativos en pozos conteniendo solo
medio liquido, y otros controles con la misma concentracién
de células en el medio sin tratar con el AE y tratadas con
DMSO (en la méxima concentracién usada) para garantizar
un crecimiento microbiano éptimo y que el disolvente no
tuviera ningin efecto sobre el crecimiento microbiano,
respectivamente. Posterior a la incubacién durante 24 horas
a 37 °C en agitacién orbital se tomaron alicuotas (100
pL) de todos los pozos sin crecimiento visible, que fueron
subcultivadas en placas con AN, agar BHI o ASD. Después
de la incubacién durante 24 h a 37 °C, se realizaron los
recuentos de las colonias (células viables) con el fin de
establecer la CMI como la minima concentracién del aceite
ala cual no hubo crecimiento y CMB o CMF como la minima
concentracién del aceite que produjo la muerte del 99,9 %,
de la poblacién inicial.

RESULTADOS

Composicion quimica del aceite esencial

La Tabla 1 muestra el analisis quimico del AE de L. ovatus
realizado por Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (GC-MS) que revelé 27 compuestos que representan el
95,45 % del total identificados. El aceite esta conformado por
varios grupos moleculares dentro de los cuales se encuentra
el de monoterpenos oxigenados (52,17 %) que constituye
la principal fraccién, representada por el alcanfor (40,48
%) como el compuesto mas abundante. Los monoterpenos
hidrocarburos (16,20 %) constituyeron el segundo grupo,
con los compuestos 1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno (4,69
%) y canfeno (4,53 %) como los mds representativos.
1,2,5,5-Tetrametil-1,3-ciclopentadieno (11,90 %) y para-
menta-1,5-dien-8-ol (5,23 %) fueron otros componentes que
se presentaron en porcentajes notables.
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Tabla 1. Composicién quimica del aceite esencial de Lasiocephalus
ovatus

Ne Componente* TR % 1k® 1ke

1,2,5,5-tetrametil-
1,3-ciclopentadieno
5,5-dimetil-1-etil-1,3-

3,62 11,90 838 839

2 ciclopentadieno 376 142 847 848
3 alfa-tujeno 524 1,26 923 924
4 alfa-pineno 5,41 1,90 930 932
5 Canfeno 576 453 943 946
6 Tuja-2,4(10)-dieno 5,87 0,53 947 953
7 1,6-dimetilhepta-1,3,5-trieno 6,73 4,69 990 1003
8 O-cimeno 7,62 190 1002 1022
9 Limoneno 7,74 0,67 1017 1024
10 gamma-Terpineno 8,59 0,72 1045 1054
11 Linalool 9,81 1,01 1093 1095
12 Filifolona 9,97 0,97 1099 1107
13 Crisantenona 10,65 1,33 1123 1124
14 Alcanfor 11,36 40,48 1146 1141
15 cis-crisantenol 11,80 0,47 1160 1160
16 p-Menta-1,5-dien-8-ol 11,96 5,23 1165 1166
17 terpinen-4-ol 12,30 1,35 1175 1174
18 p-cimen-8-ol 12,53 1,33 1182 1179
19 cis-crisantenil acetato 15,00 1,01 1262 1261
20 isobornil acetato 15,82 4,24 1288 1283
21 mirtenil acetato 17,08 0,54 1328 1324
22 E-cariofileno 20,07 0,62 1421 1417
23 (Z)-beta-Farneseno 21,14 1,65 1459 1440
24 isobornil 2-metil butanoato 22,99 0,54 1519 1523
25 Bornil angelato 2433 3,57 1560 1564
26 Cariofileno éxido 2498 0,90 1579 1582
27 Intermedeol 27,09 0,69 1657 1665
Total identificados (%) 95,45
Ciclopentadienos 13,32
oreperes
Monoterpenos oxigenados 52,17
Monoterpenos ésteres 5,79
semipones
Sesquiterpenos ésteres 4,11
Sesquiterpenos oxigenados 1,59

@ Lista de compuestos segtin la elucién en columna capilar DB-5 MS; TR:
tiempo de retencién; ® IK calculado; © IK de la literatura (Adams, 2007)

Actividad antimicrobiana

Los resultados en la Tabla 2 muestran la actividad
antimicrobiana del AE evaluada frente a seis cepas de interés
clinico, dos bacterias Gram-positivas, tres Gram-negativas y
la levadura Candida albicans, en |la que se observa un rango de
CMI del AE de 200-6400 pg/mL. Se puede apreciar que de
las bacterias Gram-positivas ensayadas Staphylococcus aureus
resulté ser la mds sensibles a la accién del AE, con una
CMI de 200-400 pg/mL y una CMB de 800 pg/mL, ya que
la actividad inhibitoria que se registré frente a Enterococcus
faecalis arrojé6 datos de CMI que superan ocho veces
(1600-3200 pg/mL) el efecto frente a S. aureus. En cuanto
a la accién del AE frente a las bacterias Gram-negativas
ensayadas éste mostré un perfil antibacteriano diferente,
inhibié en mayor proporcién a Escherichia coli con CMI de
200-400 pg/mL, ademas mostré una CMB de 800 pg/mL,
seguido de Pseudomonas aeruginosa con CMI de 800-1600 pg/
mL y Klebsiella pneumoniae que mostré baja sensibilidad al
aceite. La actividad del AE evaluada frente a la levadura C.
albicans evidencié poco efecto sobre la proliferacién de este
microorganismo, ya que la CMI determinada fue de 1600-
3000 pg/mL, asimismo la CMF arrojé un valor elevado
(6400 pg/mL).

DISCUSION

En la literatura cientifica existe solo un reporte acerca
del analisis de la composicién quimica del AE de L. ovatus
realizado por De Bernardi et al. (1990) quienes indicaron la
presencia de los compuestos -patchouleno, S-cariofileno
y humuleno, los cuales difieren de los encontrados en
este estudio. Los componentes de los aceites volatiles

Tabla 2. Actividad antimicrobiana del aceite esencial Lasiocephalus ovatus

Aceite esencial de L. ovatus (pg/mL)

Microorganismo

CMI CMB o CMF
Bacterias Gram-positivas
S. aureus ATCC 25923 200-400 800
E. faecalis ATCC 29212 1600-3200 6400
Bacterias
Gram-negativas
E. coli ATCC 25922 200-400 800
P. aeruginosa ATCC 27853 800-1600 6400
[ prewmoniae ATCC 3200-6400 >6400
Levadura
C. albicans ATCC 10231 1600-3200 6400

CMI: concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracién minima
bactericida; CMF: concentracién minima fungicida; ATCC: American

Type Culture Collection
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pueden variar segin el clima, tipo y manejo de suelo, luz
solar, temperatura y humedad de diferentes ecosistemas
(Maffei, 1988; De Almeida et al., 2009; Ghelichnia,
2018). Las investigaciones sobre la composicién del AE
de especies del género Lasiocephalus son escasas. En la
especie L. longepenicillatus fueron reportados a-pineno,
mirceno, n-decanal, 1-trideceno, carvacrol, (-)-a-gurjuneno,
B-bourboneno, yg-curcumeno, germecreno D y trans-§-
farneseno (Rondén etal., 2005).

El andlisis del AE de L. ovatus muestra que, de los
diferentes compuestos identificados los terpenoides son los
mds abundantes, que se presentan como sesquiterpenos y
especialmente como monoterpenos. En este sentido, varios
autores han destacado el papel decisivo de los diferentes
monoterpenos (Swamy et al., 2016). Estas consideraciones
pueden explicar por qué los aceites esenciales con un alto
nivel de monoterpenos demuestran una mejor accién contra
los microorganismos que aquellos con niveles mds bajos de
monoterpenos (Cristiani et al., 2007; Bassolé y Juliani, 2012).

La actividad antimicrobiana de los AEs se puede
explicar por el caracter lipofilico de los monoterpenos
contenidos en ellos. Los monoterpenos actdan alterando
la membrana citoplasmética microbiana, que pierde asi su
alta impermeabilidad para protones e iones mds grandes; si
se produce una alteracién de la integridad de la membrana,
entonces sus funciones no solo como barrera sino también
como matriz para las enzimas y transductor de energia se
ven comprometidas (Sikkema et al., 1994; 1995; Gill and
Holley, 2006; Turia et al., 2006).

La actividad antibacteriana del AE de L. ovatus frente a S.
aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922 fue moderada (CMI
de 200-400 pg/mL). Algunos autores consideran la actividad
antimicrobiana alta cuando los valores de CMI son inferiores
a 100 pg/mL, moderada de 100 a 500 pg/mL, débil de 500
a 1000 pg/mL, o ninguna cuando es superior a 1000 pg/mL
(Holetzetal., 2002). La actividad antibacteriana evidenciada
en esta investigacién puede deberse a la presencia de algtin
constituyente mayoritario como el alcanfor (40,48 %) o
el 1,2,5,5-tetrametil-1,3-ciclopentadieno (11,90 %) o a la
accién sinérgica de sus principales constituyentes; no esta
claro si la actividad antibacteriana de los aceites esenciales
se debe a la interaccién y la sinergia entre las docenas de
compuestos en su perfil quimico, o si se deriva de la accién
de las principales moléculas presentes en los niveles mds
altos (Swamy et al., 2016).

Existen muchas aplicaciones farmacéuticas para
el alcanfor tales como analgésico tépico, antiséptico,
antiespasmadico, antipruriginoso, antiinflamatorio,
antiinfeccioso, rubefaciente, anticonceptivo, mucolitico,
expectorante leve, descongestionante nasal, supresor de la
tosy otros. Se absorbe facilmente a través de |a piel y también
se puede administrar por inyeccién, inhalacién e ingestién.
También tiene otras propiedades como regenerador celular
y neurotéxico (Hamidpouri et al., 2013). Se ha informado
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que el alcanfor es uno de los agentes antimicrobianos
mds eficientes de varias plantas (Magiatis et al., 2002). La
actividad antibacteriana del alcanfor ha sido reportada
previamente en la literatura (Gupta y Saxena, 2010; Sokovic¢
etal., 2010; Hsouna et al., 2013; Coté et al., 2017), y se ha
sefialado que el mecanismo de accién del alcanfor sobre el
crecimiento de microorganismos incluye la desestabilizacién
de la estructura de la bicapa fosfolipidica, la interaccién con
las enzimas y proteinas de la membrana y su accién como
intercambiador de protones que reduce el gradiente de pH
a través de la membrana (Xu et al., 2005). Contrario a esto,
Kotan etal. (2007) encontraron que el alcanfor fue inefectivo
como antibacteriano.

Segun la revisién bibliogréfica realizada, este es el primer
estudio que muestra la actividad antibacteriana del AE de
L. ovatus. Los AEs que tienen efectos inhibitorios contra los
microorganismos se valoran porque no se ha demostrado la
resistencia o la adaptacién de estos microorganismos a los
aceites esenciales en los dltimos afios (Lis-Balchin, 2006).
Con estos resultados, se espera contribuir al estudio de
especies del género Lasiocephalus de Ecuador.

CONCLUSIONES

En esta investigacidn se evalué la composicién quimicayla
actividad antimicrobiana del AE de la especie L. ovatus usada
en la medicina tradicional ecuatoriana. La determinacién de
los componentes quimicos, que complementa la informacién
publicada hasta el momento, revela que el alcanfor es el
compuesto mayoritario. Este aceite posee una actividad
importante frente a S. aureus y E. coli, pero frente a E. faecalis,
P. aeruginosa, K. pneumoniae y la levadura C. albicans |a actividad
inhibitoria es baja. El aceite de esta especie podria constituir
una fuente natural de antibacterianos que sea aprovechada
en el desarrollo de fArmacos antiinfecciosos.
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