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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo la determinacion de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de la especie vegetal Piper marginatum Jacq.
(Piperaceae), frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa y a la levadura Candida albicans. El tipo de
investigacion fue interactiva, confirmatoria y evaluativa, con un disefio cuasi-experimental
y transversal. El aceite esencial de la planta fue obtenido mediante un proceso de
hidrodestilacion y la composicion quimica se determind usando el método de
cromatografia de gas-espectrometria de masas. Las pruebas de actividad antimicrobiana se
realizaron in vitro y las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) y concentraciones
minimas bactericidas (CMBs) se obtuvieron mediante la aplicacién del método de
microdilucion en caldo. El rendimiento del aceite esencial obtenido fue de 0,05%,
calculado a partir del peso de 3000 g de material vegetal fresco. En el anélisis de los
componentes quimicos del aceite fue el compuesto Miristicina que resultd estar en mayor
proporcion (33,17%), seguido de y-terpineno (10,78%), Trans-cariofileno (8,71%), y-
terpinoleno (5,70%), D-germacreno (4,59%) y Apiol (3,97%). El aceite esencial de P.
marginatum mostro igual actividad inhibitoria sobre el crecimiento de las cepas S. aureus y
E. coli (CMIs de 400-800 pug/mL) y frente a P. aeruginosa la actividad antibacteriana
observada resultd ser méas baja ya que la CMI determinada fue de 800-1600 pg/mL; E.
faecalis se mostrd insensible a la accion del aceite a la maxima concentracion ensayada
(CMI >6400 pg/mL). El aceite presento actividad antimicética media frente a C. albicans
con una CMI de 800-1600 pg/mL.

Palabras clave: Piper marginatum, actividad antibacteriana, actividad antimicética, aceite

esencial, in vitro.



ABSTRACT

The main objective of this study was to determine the antimicrobial activity of the essential
oil of the plant species Piper marginatum Jacq. (Piperaceae), against strains such as: are the
bacteria: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa and the yeast Candida albicans. In order to carry out the research project, the
following methods were used,: experimental, analytical and comparative method. The
essential oil of the plant was obtained by a hydrodistillation process and the chemical
composition was determined using the gas chromatography-mass spectrometry method. The
antimicrobial activity tests were performed in vitro. The minimum inhibitory and minimum
bactericidal concentrations were determined by the broth microdilution method. An oil yield
of 0.05% was obtained, it was calculated from the weight of 3,000 g of fresh plant material.
The analysis of the chemical components of oil determined the compound Miristinin in
greater proportion (33.17%), followed by [i-terpinene (10.78%), Trans-caryophyllene
(8.71%), O-terpinolene (5, 70%), D-germacrene (4.59%) and Apiol (3.97%). The essential
oil of Piper marginatum Jacq. presented irregular antimicrobial activity against the strains
under study, being the MICs of 400-800 pg / mL for E. coli and S. aureus. The CMIs of P.
aeruginosa and C. albicans was 800-1600 pg / mL and finally E. faecalis a MIC higher than
6400 pg / mL. In this study the oil was applied against the aforementioned bacteria and yeast,

but this can be effective bactericide in other bacteria and / or yeasts.

Key words: Piper marginatum, antibacterial activity, antifungal activity, essential oil, in

vitro. oMAS INg.

Translation reviewed by: Fuertes, Narcisa.
Language Center Teacher.



INTRODUCCION

El presente proyecto de investigacion se basa fundamentalmente en la deteccion de actividad
antimicrobiana frente a cepas de interés clinico y el anélisis de la composicion quimica del

aceite esencial de la especie vegetal Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) de Ecuador.

Una de las causas mas importantes de muerte en la humanidad continda siendo las
enfermedades infecciosas(1). Los antibidticos son la clase de medicamentos desarrollada
mas exitosa, que ha sido efectiva en el tratamiento de muchas infecciones(2), quizas durante
toda la historia de la medicina. Han salvado innumerables vidas humanas desde su

descubrimiento e introduccion en el comercio hace mas de 70 afios(3).

El excesivo e imprudente uso de antibidticos, asi como la evolucion y diseminacion continua
de los elementos de resistencia genética movil han dado lugar a la aparicién de un namero
creciente de patdgenos bacterianos resistentes a mdaltiples farmacos (MDR) e incluso
extremadamente resistentes a los medicamentos (XDR)(3). En febrero de 2017, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) emiti6 una lista mundial de patégenos prioritarios
de bacterias resistentes a los antibidticos para ayudar a priorizar la investigacion y el
desarrollo de nuevos y efectivos tratamientos con antibiéticos. Klebsiella pneumoniae que
causa infecciones nosocomiales es resistente al tratamiento utilizado como altimo recurso
(carbapenémicos) y se ha propagado a todas las regiones del mundo. Asi mismo, la
resistencia de Escherichia coli a las fluoroquinolonas y de Staphylococcus aureus a los
farmacos de primera linea para su tratamiento, estd muy generalizada. Se calcula que los
pacientes con infecciones por S. aureus resistente a la meticilina tienen una probabilidad de
morir un 64% mayor que los pacientes con infecciones no resistentes(4). Pseudomonas
aeruginosa también implicada en infecciones intrahospitalarias con altas tasas de morbilidad
y mortalidad, tiene la capacidad de crecer en ambientes adversos, y posee multiples
mecanismos de resistencia(5). La reciente alerta sobre Enterococcus de la OMS no solo se
debe a su incremento en las infecciones nosocomiales, sino también por su resistencia a
penicilinas y cefalosporinas de varias generaciones y a la adquisicion de altos niveles de

resistencia a los aminoglucdsidos, especialmente a la vancomicina(6).

A nivel de Latinoamérica la frecuencia de infecciones causadas por gérmenes productores de
B-lactamasas es superior al 32% y 58% para E. coli y K. pneumoniae, respectivamente(7).
La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) revel6 que en el afio 2009 en Ecuador
existia un porcentaje de resistencia de E. coli a cefalosporinas de tercera generacién que
oscilaba entre el 18-20% y de K. pneumoniae entre 42-48%(7). En el afio 2007, la OPS
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sefialé que en este pais las enfermedades del sistema urinario ocupaban el décimo y tercer
lugar en hombres y mujeres, respectivamente, y se ubican dentro de las primeras 10 causas
de muerte(8). En este mismo afio se realiz una evaluacion de la frecuencia de resistencia
bacteriana en el laboratorio de Microbiologia del Hospital Vozandes de Quito de urocultivos
de pacientes del servicio de ginecologia, resultando Escherichia coli el principal germen
aislado que mostrd resistencia en un 65% a ampicilina, 18,7% a ampicilina + sulbactan y
11,3% a gentamicina(9). Por otra parte, entre enero de 2010 y diciembre de 2011 en el
Hospital General Docente de Riobamba se determiné el perfil de resistencia bacteriana en
infeccion de vias urinarias en pacientes embarazadas atendidas en el servicio de ginecologia
y obstetricia, y se reportd una elevada resistencia de E. coli a ampicilina, fosfomicina,
nitrofurantoina, trimetroprin — sulfametoxazol y amoxicilina + acido clavulanico(10).

Los productos naturales (PN) han sido vitales en la industria farmacéutica y biotecnoldgica,
ya que son una importante fuente de compuestos bioactivos que forman mezclas complejas
de agentes terapéuticos(11). Entre 1981 y 2014 de las 1211 moléculas quimicas identificadas
y aprobadas como farmacos un 65% (n=791) son PN, analogos semisintéticos o compuestos
sintetizados basandose en sus farmacdforos, y un numero significativo corresponde a
agentes antibacterianos, antifingicos y antitumorales. Asi, de 112 medicamentos aprobados
en el area bacteriana, los compuestos de origen natural y derivados representan el 73%(12).
Aunque diversos métodos sustitutivos desafian el descubrimiento de farmacos, los PN
continian siendo en la investigacion farmacéutica una base importante de nuevos
medicamentos, particularmente en terapias antiinfecciosas(13-16).

Durante siglos, las plantas han sido utilizadas en el tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades y trastornos(17,18) y contindan siendo importantes en las culturas
tradicionales ya que se usan de diversas formas para sobrevivir(19,20). La OMS ha
considerado que cerca del 80% de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional para
su atencién primaria de salud y con frecuencia subestimada(21). Alrededor del 25% de los
medicamentos prescritos en todo el mundo provienen directamente de las plantas(22). A
nivel mundial, hay aproximadamente 391000 especies de plantas descritas, de las cuales mas
de 31000 (8%) tienen un uso documentado(23) y tan solo entre el 5% y 15% han sido
investigadas para compuestos bioactivos(24). Ecuador alberga cerca de 17000 especies de
plantas y se ha considerado que 3000 (18%) tienen usos medicinales(25).

Las plantas aromaticas concentran una gran cantidad de compuestos volatiles que pueden
aportar mas de un producto comercialmente importante, dependiendo de factores relativos a

la especie, del medio ambiente o de los procesos de extraccion empleados(26). La
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investigacion en el descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales implica un
enfoque multifacético que combina técnicas botanicas, fitoquimicas, biologicas vy
moleculares(27). Los extractos vegetales y aceites esenciales (AES) poseen propiedades
antifungicas, antibacterianas y antivirales y se han evaluado mediante técnicas
microbioldgicas como posibles fuentes de nuevos compuestos antimicrobianos y alternativas
para tratar enfermedades infecciosas(28-30). Entre los mas de 3000 AEs conocidos, unos
300 son importantes para las industrias farmaceutica, agronémica y alimentaria(31). Los
AEs muestran propiedades antioxidante, antibacteriana, antidiabética, antimutagénica,
antimicdtica, antivirales e insecticida por lo que son prometedores para Su uso como
compuestos bioactivos(32,33). Los AEs pueden servir como una herramienta poderosa para
reducir la resistencia bacteriana(34), por lo tanto, esta investigacion se ha desarrollado con el

interés de determinar la propiedad antimicrobiana del AE de Piper marginatum Jacq.

P. marginatum Jacg. del género Piper uno de los mas abundantes de la familia Piperaceae,
que tiene cerca de 700 especies(35), ha sido ampliamente reconocida por sus propositos
medicinales dentro de una serie de culturas indigenas ubicadas en las regiones del Caribe y
el Amazonas, desde América Central y las Antillas hasta Brasil(36-39). Varios datos
bioldgicos y farmacoldgicos publicados(40) parecen apoyar su uso en la medicina
tradicional. Sus principales metabolitos secundarios son terpenoides y fenilalcanoides(41).
La mayoria de los estudios que evaluan las propiedades biologicas y farmacoldgicas de P.
marginatum se han centrado en su AE. ElI AE de la hoja mostré inhibicién del crecimiento
frente a dos cepas patdgenas de E. coli(42) y frente a la bacteria fitopatdgena Xanthomonas
albilineans(43). EI AE de la hoja también mostré una actividad moderada frente a los
hongos Alternaria solanii y Fusarium oxysporum(44,45). Estas propiedades sugieren que el
aceite de P. marginatum puede ser una fuente potencial de valiosos compuestos

antimicrobianos para uso directo 0 combinado con otros antimicrobianos.

Por los antecedentes descritos resultd interesante el planteamiento de la siguiente
interrogante: ¢Presentara actividad antimicrobiana el aceite esencial obtenido de la especie
vegetal P. marginatum Jacq. que crecen en Ecuador, frente a las cepas bacterianas
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y

a la levadura Candida albhicans?
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana y composicion quimica del aceite esencial de la

especie vegetal Piper marginatum Jacq. de Ecuador frente a cepas ATCC de interés clinico.

Objetivos Especificos

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

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

3. Interpretar el analisis de la composicién quimica del aceite esencial determinada
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

4. Evaluar la actividad antimicrobiana mediante la deteccion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y concentraciébn minima bactericida (CMB) del aceite
esencial de la especie vegetal Piper marginatum Jacq. frente a las bacterias ATCC
Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, y Gram positivas

Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, y a la levadura Candida albicans.
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ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

En su discurso de aceptacion del premio Nobel, Fleming hizo una advertencia:

"Pero quiero dar una advertencia, la penicilina aparece como no-toxica, de modo
que no hay preocupacién con sobredosis e intoxicar al paciente. Sin embargo,
puede existir el peligro de sub-dosificacion. No es dificil conseguir
microorganismos resistentes a penicilina en el laboratorio exponiéndolos a
concentraciones no letales y lo mismo puede pasar en el organismo." Sir

Alexander Fleming (Discurso de recepcion del premio Nobel, 1945)(46).

El progreso de la era antimicrobiana se acelerd; en 1940 Ron Waksman aislo la
actinomicina, en 1942 la estreptotricina y en 1944 la estreptomicina, él bautizd estos
compuestos como antibidticos. La estreptomicina demostré alta potencia sobre
microorganismos Gram negativos y actividad anti Mycobacterium. EI Dr. Waksman obtuvo
el premio Nobel en 1952. Pero con el pasar de los afios, a pesar del estado actual de la
terapia antimicrobiana y la existencia de una gran variedad de productos, existen
dificultades serias para el manejo de infecciones bacterianas producidas por
microorganismos resistentes a los productos disponibles, necesitandose nuevos compuestos
que sean capaces de sobrepasar las barreras de resistencia a los antimicrobianos que nosotros

mismos hemos ayudado a construir(46).
Antecedentes Histéricos de Plantas con Fines Medicinales

Las plantas medicinales son todas aquellas que la medicina tradicional y oficial consideran
curativas 0 que se usaron para ese proposito. El conocimiento del efecto sanador de estas
plantas provino de la experiencia y las lecciones aprendidas por métodos empiricos que se
transmitieron de generacion en generacion(47). Aungue los avances en medicina se basan en
evidencia cientificamente probada aportada por investigaciones de laboratorio o resultados
clinicos, ha surgido gradualmente del conocimiento empirico de las medicinas tradicionales

en las civilizaciones antiguas (Egipto, Mesopotamia, Grecia, India, China)(48).

Determinar el tiempo exacto de uso de las plantas como medicinas es muy dificil. La
evidencia indica que las plantas medicinales se han utilizado desde hace aproximadamente
60000 afios. Los guiones sobre plantas medicinales datan de hace casi 5000 afios en India,
China y Egipto, y 2500 afios en Grecia y Asia Central. La evidencia escrita mas temprana
del uso de plantas medicinales se ha encontrado en una tabla de arcilla sumeria de Nagpur

que data de hace casi 5000 afios. Segun algunas inscripciones, los egipcios y los chinos
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fueron de los primeros que utilizaron las plantas como medicina desde hace mas de 27 siglos
a.C. Los antiguos griegos también estaban familiarizados con las propiedades de algunas
plantas medicinales, e Hipocrates, el fundador de la medicina griega, y Aristoteles, discipulo
de Hipdcrates, utilizaron plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades. Después,
Theophrastus, un cientifico griego, fundd la Escuela de Plantas Medicinales; y Pedanius
Dioscorides, médico y cirujano en los afios 75-45 a.C., escribid una enciclopedia (De
Materia Medica) para describir 600 plantas medicinales terapéuticas en forma de una serie

de estudios cientificos(49).
Importancia de las Plantas Medicinales en Ecuador

Las plantas medicinales han tomado mas importancia en la actualidad. Desde hace siglos, las
comunidades y pueblos ancestrales encontraron en la tierra sus "farmacias™ naturales. En el
Ecuador cada vez son mas las personas que cosechan sus propios ejemplares, ya que sea
para tratar enfermedades o curar dolencias(50). Las plantas medicinales son las que se han
estudiado con mayor intensidad en la regién andina. Asi, los estudios realizados por Misael
Acosta-Solis, cientifico de la Misién de Cinchona, contribuyeron al conocimiento de
especies medicinales de uso tradicional milenario y en especial de las quinas andinas.
Numerosas investigaciones han dado a conocer una gran cantidad de especies medicinales
de uso comun entre la poblacion mediante el estudio de las plantas que se venden en los
mercados de Quito, Guaranda, Riobamba, Ibarra, Otavalo, Saquisili, Cuenca, Loja, de la
Costa y Amazonia. EI numero de especies medicinales registradas en estos mercados varia
entre 79 en Guaranda y 215 en Loja. En Vilcabamba (Loja) se ha realizado un estudio que
recopila informacion de 140 especies nativas e introducidas utilizadas como medicinas.
Estos estudios han sido complementados con investigaciones sobre especies que se
encuentran, ademas, en chacras, areas naturales y parches de bosques andinos, registrandose

432 especies medicinales(24).

Actualmente, en nuestro pais estan registradas 3118 plantas (de 206 familias) con fines
medicinales. Segun estudios de la PUCE, el 45% se registra en la categoria de sintomas y el
26% en las afecciones causadas por bacterias, virus, hongos o protozoos, y otro grupo de
plantas tratan las heridas, lesiones y desérdenes del sistema digestivo. Son los kichwas de la
Amazonia los que més especies usan, seguidos de los kichwas de la Sierra y de los mestizos.
Dentro del "vademécum™ etnobotanico del Ecuador existen una gran cantidad de especies,
tipos de plantas, hierbas y remedios caseros, que se usan con fines medicinales para aliviar

las manifestaciones de enfermedades. Estas plantas alivian las manifestaciones facilmente
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perceptibles, pero no curan la enfermedad que las ocasionan, otras por el contrario si lo

hacen de manera visiblemente efectiva(50).
Plantas Antimicrobianas

El arsenal terapéutico del reino vegetal es incalculable y magno. Las plantas aportan una
gran cantidad de compuestos quimicos con caracter antimicrobiano, estas sustancias pueden
ser utilizadas directamente 0 como base para la sintesis de nuevos principios Utiles en el

tratamiento de las infecciones que se originan a nivel sistémico o de la cavidad oral(51).

Ademas, se sabe que el avance de la fitoterapia como disciplina médica es cada vez méas
benéfica, se evidencia que casi el 25% del total de las prescripciones médicas se basa en
plantas medicinales y sumado a ello en los paises emergentes el uso de plantas medicinales

en el arsenal terapéutico alcanza casi el 80%(52).
Estructura de una Bacteria

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple (Figura 1). Son microorganismos
procariotas, es decir, unicelulares que carecen de membrana nuclear, mitocondrias, aparato
de Golgi y reticulo endoplasmico y se reproducen por divisioén asexual. La pared celular que
rodea a las bacterias es compleja, lo que permite principalmente diferenciar las Gram
positivas de las Gram negativas. Las bacterias Gram positivas poseen una gruesa capa de
peptidoglucano y las Gram negativas tiene una delgada capa de peptidoglucano, asi como
una membrana externa. Existen, ademds, otras diferencias tanto bioquimicas como
morfoldgicas. Por ejemplo, todas las bacterias con flagelos polares son Gram negativas, y

las bacterias Gram positivas son mas sensibles a los antibioticos que las Gram negativas(53).
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Figura 1. Estructura de una bacteria.

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

A diferencia de las bacterias, la estructura celular de los hongos es mas compleja. Son
microorganismos eucariotas que poseen un nucleo bien definido, mitocondrias, aparato de
Golgi y reticulo endoplasmico (Figura 2). Los hongos pueden existir en una forma
unicelular (levadura) capaz de replicarse de manera asexual, o en una forma filamentosa
(moho), capaz de replicarse de forma tanto asexual como sexual. La mayor parte de los
hongos existen en forma de levadura o bien en forma de moho. Sin embargo, algunos de
ellos pueden adoptar ambas morfologias; se trata de los llamados hongos dimérficos, como

Histoplasma, Blastomyces y Coccidioides(53).
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) Palimetafosfato
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Figura 2. Estructura de una levadura.

Fuente: Estructura levadura. http://alumnatbiogeo.blogspot.com/2015/05/similitud-genetica-entre-celulas.html

Microorganismos Patdgenos

Los microorganismos patdgenos son aquellos que dafian la salud humana, y son
principalmente bacterias, virus y protozoarios. Algunos de ellos fueron y siguen siendo
causa de una elevada mortalidad. La continua interaccion entre los humanos y los
microorganismos se debe a que las condiciones que garantizan su éxito son compartidas; es
decir, la alimentacion microbiana y humana incluye por ejemplo agua, carbohidratos

(azUcares) y otras sustancias que proporcionan energia y son esenciales para su existir(54).

La capacidad de un microorganismo para causar una enfermedad se llama patogenicidad.
Hay una amplia gama de microorganismos que pueden causar dafios graves al cuerpo y

volverse letales(55). La virulencia varia de especie a especie desde insignificante hasta
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muerte inmediata. La teoria clasica de la evolucion de la virulencia resulta del desequilibrio
entre los factores de virulencia del patdgeno y los mecanismos que estan o aparecen en el
hospedador como defensa contra dicho patogeno(56). Los microbios infecciosos en

evolucion muestran un interesante grupo de desafios nosocomiales(57).
Bacterias Gram Positivas

Staphylococcus aureus. Es uno de los patégenos nosocomiales de mayor importancia,
causante de una gran variedad de infecciones desde simples hasta severas. En el hombre, la
localizacion nasal de S. aureus permite su diseminacion y, como consecuencia, la
multirresistencia a los antibi6ticos como a la meticilina (MRSA)(58). La patogenia surge
cuando se produce la combinacion de los factores de virulencia con la disminucién de las
defensas del huésped; estas condiciones propician que S. aureus posea caracteristicas de

virulencia y dafio bastante particulares(59).

Enterococcus faecalis. Es un coco Gram positivo de la flora normal endégena humana, y
tienen poco potencial patogénico en el hospedador normal. Sin embargo, en el anciano o en
el paciente inmunocomprometido, estos organismos se vuelven patdgenos oportunistas. Las
infecciones ocurren cuando las defensas del huésped descienden por una enfermedad y por
el uso de dispositivos invasivos. E faecalis es el patdgeno humano mas frecuente
representando el 60% al 90% de los aislamientos clinicos de enterococos. La colonizacion
rectal y de la piel por Enterococcus resistentes a la vancomicina (ERV) fue encontrada en el
100% y 86% de los pacientes con bacteriemia, respectivamente. La colonizacion persistente
del tracto gastrointestinal es el impacto clinico méas comdn de los ERV/(60).

Bacterias Gram Negativas

Escherichia coli. Constituye parte de la microbiota habitual del intestino de muchos
animales, incluidos los humanos. Segun su relacion con el huésped se agrupa en cepas
comensales, prototipos intestinales y patdgenas extraintestinales. Este ultimo grupo es la
causa principal de infecciones urinarias, abdominales y de tejidos blandos, asi como de
meningitis, neumonia, bacteriemias y osteomielitis. Las cepas de E. coli son genéticamente
diversas y las diferencias entre las patdgenas y las comensales se fundamentan en sus
antecedentes filogenéticos, con base en los cuales se clasifican en cuatro grupos principales:
A, Bl, B2 y D. Las cepas A y B1 se consideran de bajo poder virulento, en tanto que las
patdgenas extraintestinales albergan genes que codifican factores de virulencia responsables
de promover las etapas de colonizacion, adherencia, invasion y evasion de los mecanismos

de defensa del huésped humano, y pertenecen principalmente a los filogrupos B2 y D(61).
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Pseudomonas aeruginosa. En la actualidad uno de los microorganismos de mayor
impacto en las infecciones hospitalarias. Su frecuencia oscila segin los paises, estas
variaciones estan asociadas al tipo de hospital, area geografica, tipo de servicio, tipo de
pacientes y patron de uso de antibidticos, cambiante segin la epidemiologia de cada
hospital. Asimismo, su mortalidad oscila entre 35%-70%, segun la localizacion de las
infecciones, pronostico de la enfermedad de base, gravedad clinica inicial y también el
tratamiento antibidtico empirico o dirigido no adecuado. En los ultimos afios estan
aumentando las resistencias a antimicrobianos, incluida la resistencia a carbapenémicos, y
las infecciones producidas por estas cepas se han asociado a un aumento de la
mortalidad(62).

Levadura Candida albicans

Diversas especies de levaduras del género Candida causan una micosis denominada
candidosis o candidiasis. El hallazgo de estos organismos como agentes infecciosos
involucrados en enfermedades sistémicas intrahospitalarias, ha aumentado en los ultimos
afios. La distribucion geogréafica de la candidosis es universal y mas de 70% de los casos

reportados son causados por C. albicans serotipo B. Cualquier tejido puede ser afectado,

por lo que existe una gran diversidad de cuadros clinicos, asociados directamente al estado
inmunoldgico del paciente. El uso indiscriminado de los azoles, ha contribuido al aumento

de poblaciones de levaduras resistentes a los antifungicos(63).
Generalidades de los Antibioticos

Un antibiotico es una sustancia quimica producida por un microorganismo, que desarrolla
una actividad antimicrobiana. Su origen puede ser natural o bioldgico y semisintético. El
natural se obtiene de cultivos de microorganismos que pueden ser hongos o bacterias. El
semisintético, se obtiene a partir de un nucleo basico de un agente obtenido de forma
natural, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas, para mejorar sus propiedades,
por ejemplo, aumentar su actividad, ampliar su espectro de accion, facilitar su
administracion o disminuir los efectos indeseables; y un antimicrobiano es un término que
incluye los compuestos obtenidos de forma natural o biosintética, asi como los conseguidos
totalmente en el laboratorio. Un agente antimicrobiano debe cumplir tres condiciones como
minimo: poseer actividad antimicrobiana, desarrollarla a bajas concentraciones y ser

tolerado por el huésped(64).
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Mecanismos de Accion de los Antibidticos

Los mecanismos por los que los antibioticos alteran la biologia de los microorganismos son
variados: inhibicion de la sintesis de la pared celular, desorganizacion de la membrana
citoplasmatica, inhibicion de la sintesis de proteinas, interferencia en la sintesis y
metabolismo de los acidos nucleicos y antimetabolitos que bloquean la sintesis de acido
folico(64).

Mecanismos de Resistencia de las Bacterias Frente a los Antibidticos

Independientemente de que la resistencia sea intrinseca o adquirida, las bacterias comparten
vias o estrategias similares para efectivizar la resistencia a los agentes antimicrobianos, las
mas frecuentes son las que involucran destruccion o alteracion enzimatica del antibiotico,
disminucion de la captacion o acumulacion intracelular del farmaco y modificacion del sitio
de accion del antibiético. Una sola célula puede expresar una o mas de estas vias para evitar
el efecto de uno o0 mas antibidticos(65).

Actividad Antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos se comportan como bactericidas cuando producen la muerte de
los microorganismos responsables del proceso infeccioso, pertenecen a este grupo los
antibidticos  B-lactamicos, aminoglucosidos, rifampicina, vancomicina, polimixinas,
fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoinas; y como bacteriostaticos cuando inhiben el
crecimiento bacteriano, aunque el microorganismo permanece viable, de forma que, cuando
se suspende el tratamiento, puede volver a recuperarse y multiplicarse. El hecho de que un
agente sea bactericida o bacteriostatico depende de su mecanismo de accion y, por tanto, de
su estructura, pero también contribuyen paralelamente otros factores: concentracion
alcanzada en el sitio de la infeccidn, tipo de germen, tamafio del indculo, tiempo de accién,

fase de crecimiento de la bacteria(64).

Diversos bioensayos, como la difusion en disco y la diluciéon en caldo o en agar, son
métodos bien conocidos y comunmente utilizados. La concentracién més baja de agente
antimicrobiano que inhibe por completo el crecimiento del organismo en los pocillos de
microdilucion o en los tubos detectados a simple vista se denomina concentracion minima
inhibitoria (CMI). Los métodos de dilucidn son los mas apropiados para la determinacion
del valor de CIM, ya que ofrecen la posibilidad de estimar la concentracion del agente
antimicrobiano analizado en el agar (dilucion de agar) o caldo (macrodilucion o

microdilucion). La estimacion mas comun de la actividad bactericida es la determinacion de
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la concentracion minima bactericida (CBM), que se define como la concentracion que

produce la muerte al 99,9% o mas de los inoculos iniciales(65).
Aceites Esenciales (AES)

Son liquidos oleosos, volatiles y con propiedades aromaticas. Se obtienen de materiales
vegetales (hojas, brotes, frutas, flores, hierbas, ramas, corteza, madera, raices y semillas y su
funcién en la naturaleza es la proteccién de las plantas al actuar como agentes antifingicos,
antibacterianos, antivirales e insecticidas y también la proteccién contra los herbivoros.
Pueden ser extraidos mediante métodos fisicos como la destilacion a vapor o
hidrodestilacion, que es el método mas comuln para la obtencion comercial de aceites

esenciales(66).
Composicién Quimica de los AEs

Los AEs pueden constar de aproximadamente 20-60 componentes a concentraciones
bastante diferentes. Se caracterizan por dos o tres componentes principales que estan
presentes en concentraciones bastante altas (20-70%) en comparacion con otros
componentes que estan presentes en cantidades traza. La cantidad de los componentes varia
entre diferentes partes de plantas y diferentes especies de plantas, ya que se derivan
quimicamente de terpenos y sus derivados oxigenados, es decir, terpenoides que son ésteres

de &cido aromatico y alifatico y compuestos fendlicos(66).
Mecanismo de Accién e Importancia de los AEs como Antimicrobianos

Una caracteristica importante de los AEs y sus componentes es la hidrofobicidad, que les
permite dividirse con los lipidos presentes en la membrana celular de las bacterias y las
mitocondrias, haciéndolas mas permeables al alterar las estructuras celulares. Esto
finalmente resulta en la muerte de células bacterianas debido a la fuga de moléculas criticas
e iones de la célula bacteriana en gran medida. Algunos compuestos modulan la resistencia a
los medicamentos dirigiéndose a los mecanismos de eflujo en varias especies de bacterias

Gram negativas(67).
Cromatografia de Gases-espectrometria de Masas

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el Gnico dato de
que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencion de los
correspondientes picos cromatogréficos. Este dato no es suficiente para una identificacion
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inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un numero elevado de
componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar. Por otra parte, la
espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier sustancia
pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de una
mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del

espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS (“Mass
Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e
identificacién de mezclas complejas. En principio, se trata de dos técnicas que trabajan en
fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de muestra para su analisis, por lo que
son muy compatibles. Asi, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatdgrafo de gases
se separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada uno de
estos componentes se registra en forma de pico cromatografico y se identifica mediante su
respectivo espectro de masas. En este proceso, el espectrémetro de masas, ademas de
proporcionar los espectros, actla como detector cromatogréafico al registrar la corriente
ibnica total generada en la fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el
cromatograma o “TIC” (total ion current). En efecto, la corriente idnica generada por todos
los iones da lugar a un pico gaussiano de area proporcional a la concentracion del compuesto
detectado(68).

Caracteristicas de la especie vegetal Piper marginatum Jacg.
Familia Piperaceae

La familia Piperaceae se distribuye por todo el trépico y subtropico del planeta. Incluye
cinco géneros y unas 3000-3600 especies. EI género Piper es considerado el mas expresivo
de esta familia, con mas de 1.000 especies identificadas(69). Las especies de Piper han sido
ampliamente estudiadas y documentadas debido a sus propiedades medicinales y plaguicidas

atribuidas a la presencia de diversos metabolitos secundarios encontrados en sus tejidos(70).
Especie Piper marginatum Jacg.

Piper marginatum Jacg., (Figura 3) fue descrita por primera vez en 1781 por el botanico
holandés Nikolaus Joseph von Jacquin y los caracteres morfoldgicos se registraron como
hojas en forma de corazon, acuminadas, multivedadas y reticuladas, con un peciolo
marginal, ranurado y alado, y flores solitarias(71). Se encuentra naturalmente por toda

Centroamérica desde México, se extiende por el Caribe hasta Colombia, Venezuela y Per(
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Figura 4). Conocida cominmente como “Santa Maria, malvaisco”, “Aniseto”, “Anisillo”
b 9 b 9

“Corazén de la Virgen”, “Cordoncillo” e “Hinojo”.

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper L.

Especie: Piper marginatum Jacq.

Creador:  Neptali ~ Ramirez ~ Marcial. ~ Creado:  2018-03- Fuente: Piper marginatum Jacq.
10T18:18:44.000+0000. Fuente: https://www.gbif.org/species/3086325 https://www.gbif.org/species/3086325

Figura 3. Piper marginatum Jacq. Taxonomia

Figura 4. Situacién Geografica de Piper marginatum Jacqg.

Fuente: Piper marginatum Jacq. Publicado en: Collectanea 4:128. 1791 ("1790"); Icon. pl. rar.
2:2,t.215. 1795 ("1786-1793"). Catalogue of Life. https://www.gbif.org/es/species/3086325

Usos tradicionales de P. marginatum Jacq.

Es una planta medicinal importante se utiliza para tratar enfermedades del higado, vesicula
biliar, bazo y vias urinarias; también como analgésico, antiinflamatorio y hemostatico
(38,72-77). Las comunidades indigenas de América Central, las Antillas y Sudameérica
informaron repetidamente que usan P. marginatum para tratar una variedad de enfermedades
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y dolencias. Los problemas gastrointestinales son el uso terapéutico mas comun en la
medicina tradicional, que abarca diferentes lugares y culturas. La planta se emplea de forma
recurrente como una decoccion o infusion por sus efectos tonicos, diuréticos y carminativos
(39,78).

Composicién Quimica de P. marginatum Jacq.

Gran parte de la bioactividad de los aceites esenciales de P. marginatum se atribuye a la
abundancia de compuestos terpenoides y bencenoides en la composicion de su aceite
esencial(41,79). Compuestos como el anetol, estragol, carvacrol, timol, eugenol, isoeugenol,
metil eugenol, safrol, entre otros, han demostrado propiedades antioxidantes Yy
fumigantes(80,81).

Actividades Biologicas de P. marginatum Jacq.

Estudios quimicos sobre Piper marginatum Jacg han permitido el aislamiento de varios
productos naturales, bioldgicamente activos; sus aceites esenciales y extractos han sido
ampliamente caracterizados, evaluando sus propiedades bioactivas como actividad
antimicrobiana, antimutagénica, antiplasmodial, antioxidante, antiinflamatorio, hemostético,

antiespasmadico Yy larvicida, repelente contra insectos, entre otras(38,43,74,79,82, 83).

En vista de que varios datos biologicos y farmacolégicos publicados(40) parecen apoyar su
uso en la medicina tradicional, esta investigacion se baso en la evaluacion in vitro del efecto
antimicrobiano de P. marginatum Jacg. frente a cepas ATCC de interés clinico, cuyos
resultados serviran de soporte cientifico para una posible aplicacion de la especie en

medicina.
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METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo de Investigacion: Este trabajo esta integrado en un nivel de complejidad constituido
por los tipos de investigacion interactiva, confirmatoria y evaluativa. Fue confirmatoria ya
que se intent6 confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana frente a bacterias (Gram
positivas y Gram negativas) y una levadura y el aceite obtenido de las partes aéreas de Piper
marginatum Jacq. Fue interactiva pues se recolectd informacion durante el proceso de
investigacion con el propoésito de reorientar las actividades necesarias en el proceso y
finalmente es evaluativa pues se evalud los resultados obtenidos para ver asi si estos estan

aplicados dentro de un contexto determinado.

Disefio de la Investigacion: El presente estudio tuvo un disefio de laboratorio ya que los
datos se obtuvieron en el Laboratorio del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis-ULA y en los Laboratorios E300 y E302 de la Facultad de Ciencias
de la salud-UNACH. También, fue contemporaneo pues los datos se recolectaron en el
presente. Durante la investigacion también se adopté un disefio experimental-transversal.
Fue experimental, pues la dilucidacion de los eventos se logr6 en base a ensayos
experimentales propiamente dichos, caracterizados por la manipulacion de la variable
independiente. Fue transversal, ya que el dato fue recolectado en un mismo periodo de

tiempo.
Poblacion y Muestra

Poblacion: En esta investigacion la poblacion estuvo representada por las especies
vegetales del género Piper que crecen en Ecuador, asi mismo las bacterias Gram positivas,

Gram negativas y levaduras de interés clinico.

Muestra: Se selecciond la especie Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) de la cual un
espécimen estd almacenado en el Herbario GUAY, de la Facultad de Ciencias Naturales,
Universidad de Guayaquil, Ecuador. Ademas, la muestra estuvo representada por dos cepas
Gram positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis), dos Gram negativas
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y una levadura (Candida albicans), que
fueron usadas para el andlisis y confirmacién de la actividad antibacteriana del aceite
esencial de la especie vegetal en estudio.

Sistema de Variables: En esta investigacion se formularon las siguientes variables:
dependiente e independiente. La variable independiente fue el aceite esencial de las partes

aereas de la especie vegetal Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) y la variable dependiente
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fue la actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y a la

levadura en estudio.

Instrumento de Recoleccion de Datos: EI procedimiento para la recoleccion de
informacion que se adapta al disefio del estudio es "La observacién directa de los datos en el
Laboratorio", descrita como aquella que nos pone en contacto con los hechos, fenbmenos y
situaciones en el momento que acontecen y permite la busqueda deliberada de datos

necesarios para desarrollar el proceso investigativo.
MATERIAL Y METODOS
Material y Equipos de Laboratorio

Material: Cajas mono Petri estériles desechables, microplacas de 96 pozos estériles
desechables, micropipetas automaticas y puntas, matraces, tubos de ensayos con tapa de
rosca, frascos de boca ancha con tapa, gradillas, mecheros, termémetro, medios de cultivo,

solucion salina fisioldgica al 0,9%, agua destilada, cinta testigo para esterilizar.

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

congelador a -20 °C (marca Mabe®), autoclave (marca Tuttnauer).
Material Vegetal

Las partes aéreas de la especie vegetal Piper marginatum Jacq. fueron recolectadas en la

Provincia del Guayas, canton El Triunfo, Ecuador.
Aceite Esencial (AE) de la Especie Vegetal Piper marginatum Jacq.

El AE fue obtenido a partir de 3000 g de material vegetal fresco (hojas) en el Laboratorio de
Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de

Chimborazo.
Cepas Microbianas ATCC

Las bacterias empleadas en este estudio fueron facilitadas por el Laboratorio de
Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
Chimborazo y corresponden a cepas de la Coleccién de Cultivo Tipo Americano con sus
siglas en inglés ATCC (American Type Culture Collection). El ensayo incluy6 las bacterias
Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y
bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 85923 y Enterococcus faecalis
ATCC 29212 asi como la levadura Candida albicans ATCC 10231.
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Medios de Cultivo

Para la ejecucion de los ensayos de actividad antibacteriana se emplearon medios de cultivo
comerciales cuya preparacion se realiz6 segun las instrucciones del envase, los cuales fueron
esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. La composicién de cada uno de los

medios empleados se muestra a continuacion:

Caldo tripticasa soya (TSB), tryptic soy broth marca Difco ™: Digerido pancreético de
caseina 17 g/L, digerido péptico de harina de soja 3 g/L, Glucosa (dextrosa) 2,5 g/L, cloruro
sodico 5 g/L, fosfato dipotasico de hidrogeno 2,5 g/L.

Caldo nutritivo (CN), nutrient broth marca Difco™: Extracto de carne de vaca 3 g/L,
peptona 5 g/L.

Agar nutritivo (AN), nutrient agar marca Difco™: Extracto de carne de vaca 3 g/L,
peptona 5 g/L, agar 15 g/L.

Infusion cerebro corazon (BHI), brain heart infusion marca Himedia: Infusion de
cerebro de ternero 200 g/L, infusion de corazdn de ternera 250 g/L, proteina peptona 10 g/L,
glucosa (dextrosa) 2 g/L, cloruro sodico 5 g/L, fosfato disodico 2,50 g/L.

Medio liquido Sabouraud marca Cultimed: Glucosa 40 g/L, peptona de carne 5 g/L,

peptona de caseina 5 g/L.
PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION
Identificacién Botanica de la Especie P. marginatum Jacg.

La identificacion botanica de la planta en estudio fue realizada por el Ing. Xavier Cornejo de

la Facultad de Ciencias naturales, Universidad de Guayaquil, Ecuador.
Extraccion y Aislamiento del AE de P. marginatum Jacq.

Para el aislamiento del aceite de la especie Piper marginatum Jacg. previamente se peso el
material fresco (hojas) el cual fue troceado y licuado, seguido de la extraccidn que se realizo
mediante el método de hidrodestilacion, usando la trampa de Clevenger, durante 4 - 5 horas

a una temperatura entre 60 y 70 °C.
Determinacion de la composicion quimica del AE de P. marginatum Jacq.

La determinacién de la composicién quimica del aceite fue realizada por el Dr. Luis Rojas
PhD. investigador de la Universidad de Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Instituto de Investigacion, Grupo de Productos Naturales y Quimica Medicinal Mérida—

Venezuela. La deteccidn se llevo a cabo mediante Cromatografia de Gases (GC) acoplada a
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Espectrometria de Masas (MS), para lo cual se empled un cromatdgrafo de gases marca
Hewlet-Packard modelo 6898, con una columna capilar de fenilmetil-polisilosano de 30
metros de largo por 0,25 mm (HP-5) que contiene un detector de masa marca Hewlet-
Packard modelo 5973 (Anexo 6). La identificacion de los componentes se establecié usando
la base de datos Wiley MS (62 Ed). Para el proceso de analisis se prepard una solucién al 2%
del aceite (20 pL de aceite y 1 mL de eterdietilico). Se inyecté de muestra. Se comenzd con
una temperatura de 60 °C con un incremento de temperatura de 4 °C/min hasta llegar a 260
°C. La muestra (1,0 pL) fue inyectada con una relacion de reparto de 1:100. Los
constituyentes del aceite esencial fueron identificados por comparacion de sus espectros de
masa con espectros de referencia y también comparando sus indices de retencion con los de

compuestos auténticos o comparados con valores reportados en la literatura(84).
Determinacion de la Actividad Antibacteriana del AE P. marginatum Jacq.
Preparacion de la Solucién Stock del AE

La solucion stock del aceite fue preparada en Dimetilsulféxido (DMSO) a la concentracion

de 50000 pg/mL (ppm) para lo cual se pes6 0,05 g de aceite y se afiadio 1000 pl de DMSO.
Mantenimiento y Conservacion de los Microorganismos

Las bacterias fueron mantenidas en agar nutritivo, a excepcion de E. faecalis que por sus
exigencias metabdlicas lo fue en agar cerebro corazon y la levadura C. albicans que fue
mantenida en agar Sabouraud. Las placas fueron conservadas a 4 °C, llevandose a cabo
resiembras periodicas. La conservacion de las cepas durante largos periodos de tiempo se

realizo por congelacion (-20 °C), empleando una suspension celular de glicerol al 15% (v/v).
Preparacion del Preindculo

La preparacion del preinoculo consistié en sembrar de una a dos colonias de las distintos
microorganismos en estudio (crecidos en medio sélido), en aproximadamente 20 mL de
caldo TSB para las bacterias E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus
ATCC 85923, caldo BHI para E. faecalis ATCC 29212 y caldo Sabouraud para C. albicans
ATCC 10231. Posteriormente el preindculo se incubd a 37°C durante 18 horas en agitacion

orbital.
Preparacion del Inoculo

El indculo fue preparado a partir de diluciones seriadas del preindculo (con un 6ptimo
crecimiento tras 18 h de incubacion) hasta alcanzar una concentracion celular de 1-5x10°

u.f.c/mL para llevar a cabo los ensayos. Las diluciones seriadas fueron realizadas en
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solucion salina al 0,9% y la ultima (in6culo) en medio CN para E. coli, P. aeruginosa y S.
aureus, caldo BHI para E. faecalis o caldo Sabouraud para C. albicans. La concentracion
microbiana del cultivo que se us6 como inéculo fue comprobada mediante el recuento de
colonias crecidas sobre medio solido (AN o agar BHI segun la bacteria y agar Sabouraud

para C. albicans) en placas de Petri.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB)

La deteccion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper marginatum Jacqg.
frente a cada una de las cepas bacterianas y a la levadura C. albicans se realiz6 mediante la
determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) y concentraciones
minimas bactericidas (CMBs) usando el método de microdilucion en medio liquido en
placas de 96 pozos(85). El aceite se ensayd a una concentracion maxima de 6400 pg/mL.

Se depositdé 200 pL de cada producto en medio de cultivo (caldos: Nutritivo, BHI 0
Sabouraud) a doble concentracion de la requerida para el ensayo en los pozos de la columna
2 y 100 pL de medio en los restantes, para llevar a cabo diluciones seriadas a mitades. Estas
placas fueron inoculadas con 100 puL de una suspension del microorganismo a ensayar,
realizada a partir de pre-indculos preparados como se indico anteriormente, de modo que
quedara a una densidad celular inicial de 1-5x10° u.f.c./mL. Cada ensayo fue realizado por
duplicado y como control positivo se inocularon pocillos en las mismas condiciones, pero
carentes de producto y con DMSO a una concentracion equivalente a la maxima utilizada en
los cultivos problemas, en ningin caso la concentracion de DMSO super6 la maxima
tolerable por cada microorganismo. El control negativo (blanco control), se prepard

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

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

aceite esencial frente a cada microorganismo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién Botanica de la Especie Piper Marginatum Jacq.

Un espécimen de la planta Piper marginatum Jacq. identificada botanicamente por el Ing.
Xavier Cornejo fue depositado con el nimero de coleccion MERO6 en el herbario GUAY,

Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil, Ecuador (Anexo 1).
Obtencidn del AE de Piper Marginatum Jacq.

El aceite esencial obtenido mediante el método de hidrodestilacion fue recuperado (Anexo
2), secado con sulfato de sodio anhidro y almacenado en un vial sellado a 4°C en la

oscuridad hasta que fue analizado y ensayado.
Rendimiento del AE de Piper marginatum Jacq.

Partiendo de 3000 g de hojas frescas de P. marginatum usando la técnica de hidrodestilacion
con la trampa de Clevenger se extrajo 1,5 mL de aceite obteniéndose un rendimiento de
0,05%. Este resultado fue muy inferior comparado con el reportado por Sanchez et al.(86),
en 2011, quienes obtuvieron un rendimiento del aceite aislado de las hojas P. marginatum

Jacqg. recolectado en la provincia de Guantdnamo en Cuba de 2,18 % (v/p).
Composicién Quimica del AE de Piper marginatum Jacq.

El aceite esencial fue analizado por Cromatografia de Gases (GC) y Cromatografia de Gases
Espectrometria de Masas (GC-MS) (Anexo 3). Los compuestos fueron caracterizados por
comparacion de cada MS con datos de la Libreria Wiley GC/MS y también de sus indices de
retencion. En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de los componentes mas abundantes del
aceite esencial Piper marginatum Jacq. detectados, siendo el componente méas abundante la
miristicina (33,17%), seguido de y-terpineno (10,78%), Trans-cariofileno (8,71%), y-
terpinoleno (5,70%), D-germacreno (4,59%) y Apiol (3,97%).

En la investigacion realizada por Sanchez et al.(86), en 2011, en la que determinaron la
composicion quimica del aceite esencial de Piper marginatum Jacq. se indica que esta
constituido fundamentalmente por compuestos oxigenados siendo los mayoritarios el
isosafrol (37,3%) y el notosmirnol (22,7%), y se reporta la miristicina como uno de los

constituyentes minoritarios (4,33%).

Existe una gran diferencia en cuanto a los componentes principales de aceites esenciales
extraidos de P. marginatum; asi Ramos et al.(87), en 1986 en el analisis de la composicién
quimica de los aceites esenciales de hojas y tallos de esta especie de la region amazonica de

Brasil informaron como componentes mayoritarios de las hojas 3,4-metileno-dioxi
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propiofenona (8,01%) y PB-cariofileno (4,01%) y de los tallos: miristicina (9,23%), 3,4-
metileno-dioxi propiofenona (8,92%) y B-cariofileno (5,57%), mientras que Hussain et
al.(88), en 1990 indico el compuesto trans-anetol como mayoritario (80,5%). Ademas, la
misma especie recolectada en Turbaco, Colombia, mostré un aceite esencial rico en D
germacreno (36,6%)(35).

Tabla 1. Componentes Quimicos Mayoritarios del AE de Piper marginatum Jacq.

N°  Compuestos Porcentaje (%)
1  y-terpineno 10,78
2 y-terpinoleno 5,70
3 Trans-cariofileno 8,71
4 Miristicina 33,17
5 D-germacreno 4,59
6 Apiol 3,97

Fuente: Universidad de Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Instituto de Investigacion,
Grupo de Productos Naturales y Quimica Medicinal Mérida—Venezuela.

Elaborado por: Dr. Luis Rojas Fermin PhD.

Asi mismo, los resultados encontrados en este trabajo contrastan con los reportados por
Autran et al., en 2009 quienes estudiaron los aceites esenciales de hojas, tallos e
inflorescencias de una especie de P. marginatum recolectada cerca de Recife, Brasil y

sefialan los compuestos (Z)-asarona, (E)-asarona y pachulol como mayoritarios(79).

Las diferencias entre los componentes quimicos del aceite esencial objeto de este estudio y
la mostrada por otros autores para la misma especie, pueden estar asociadas a varios
factores. Los componentes de los aceites volatiles pueden variar segin el clima, tipo y
manejo de suelo, luz solar, temperatura y humedad de diferentes ecosistemas(89),
considerando ademas la variabilidad asociada a los fenébmenos cronobiolégicos (variacion

mensual, semanal y diaria) segun la hip6tesis de Moraes et al.(90).

Los estudios fitoquimicos con las especies de Piper han revelado una variedad de clases de
metabolitos secundarios tales como amidas, fenilpropanoides, &cidos benzoicos prenilados,
flavonoides, alcaloides, terpenos, cromenos, lignanos y neolignanos. La piplartina, una
amida aislada por primera vez de Piper longum L., exhibe diversas actividades

farmacologicas(91).

Paz et al.(92), en 2017 en un estudio realizado con el fin de conocer la composicion quimica

de la savia de seis especies de Piper se identifico el fenilpropanoide dilapiol en la savia de
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P. marginatum, en un porcentaje de 76,9%. El mayor nimero de metabolitos secundarios lo
identificaron en la savia de P. marginatum, incluidos cuatro fenilpropanoides y cinco

sesquiterpenos.

La composicion quimica es muy diversa de una especie a otra, con variaciones a veces
incluso dentro de una sola especie. La variacién se debe a que las expresiones de
fitoquimicos en una planta son diversas y cambian en todas las etapas del desarrollo(93).
También se producen alteraciones de los fitoquimicos después de la produccién siendo

modificados para nuevas funciones o para el almacenamiento(94).
Actividad Antimicrobiana del AE de Piper marginatum Jacg.

La bioactividad del aceite esencial se determind mediante el método de microdilucion en
caldo (Anexo 4 y 5), como se indicO en la metodologia. La accion antibacteriana fue
evaluada frente a cepas de interés clinico: dos bacterias Gram negativas (Escherichia coli
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 y dos Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 85923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212); y la actividad antimictica se
determino frente a la levadura Candida albicans ATCC 10231.

Algunos autores consideran la actividad antimicrobiana alta cuando los valores de CMI son
inferiores a 100 pg/mL, moderada de 100 a 500 pg/mL, débil de 500 a 1000 pg/mL, o

ninguna cuando es superior a 1000 ug/mL(95).
Actividad Antibacteriana Frente a las Bacterias Gram Negativas E. coli y P. aeruginosa

Como se puede observar en la Tabla 2, el aceite de P. marginatum mostro actividad frente a
las bacterias ensayadas E. coli y P. aeruginosa, inhibiendo en mayor proporcion el
crecimiento de E. coli apreciandose una CMI de 400-800 pg/mL, ya que la actividad
detectada frente a P. aeruginosa fue baja (CMI de 800-1600 pg/mL). Ademas, las CMBs
determinadas fueron de 800 pg/mL y 1600 pg/mL frente a E. coli y P. aeruginosa,

respectivamente.
Actividad Antibacteriana Frente a las Bacterias Gram Positivas S. aureus y E. faecalis

De la misma manera la actividad antibacteriana del AE fue evaluada frente a cepas
bacterianas Gram positivas. En la Tabla 3 se evidencian las CMIs y CMBs que se
obtuvieron del aceite frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococus faecalis
ATCC 29212 y se puede apreciar que el aceite mostrd una inhibicion moderada del
crecimiento de S. aureus (CMI de 200-400 pg/mL), siendo esta actividad antiproliferativa
superior a la encontrada frente a E. faecalis (CMI 1600-3200 pg/mL). Las CMBs
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determinadas frente a S. aureus y E. faecalis fueron de 800 pg/mL y >6400 pg/mL,
respectivamente.
Tabla 2. Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) del AE de Piper marginatum Jacq. Frente a Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Aceite esencial (ug/mL)

Bacterias Gram negativas

CMB CMmI
E. coli ATCC 25922 800 400 - 800
P. aeruginosa ATCC 27853 1600 800 - 1600

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.
Elaborado por: Walter Dario Guaman Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama

Tabla 3. Concentracién Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) del AE de Piper marginatum Jacq. Frente a Staphylococcus aureus ATTC 85923 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Aceite esencial (ug/mL)

Bacterias Gram positivas

CMB CMI
S. aureus ATCC 85923 800 400 - 800
E. faecalis ATCC 29212 >6400 >6400

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.
Elaborado por: Walter Dario Guaman Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama

Algunas investigaciones basadas en las propiedades bioldgicas y farmacoldgicas de P.
marginatum se han centrado en la evaluacion de sus aceites esenciales, sin embargo, en la
literatura cientifica existen pocos estudios que informen sobre la actividad antibacteriana del
aceite esencial de P. marginatum y en este sentido, este informe dirigido al control de
infecciones importantes en humanos, es el primero realizado con la especie P marginatum
Jacqg. colectada en Ecuador. En una investigacion realizada por Duarte et al.(42), en 2007 el
aceite esencial de las hojas de P. marginatum Jacg. mostrd inhibicidn del crecimiento de la
bacteria E. coli con un valor minimo de concentracion inhibidora (CMI) de 700 y 900
ug/mL frente a dos cepas patdégenas STEC0157 y EPEC0312, respectivamente.

Por otra parte, Sdnchez et al.(43), en 2012 reportaron un valor de CMI mucho mas bajo, de

120 pg/ml frente a la bacteria fitopatdogena Xanthomonas albilineans. Este microrganismo
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provoca la enfermedad bacteriana llamada escaldadura foliar, considerada la enfermedad

mas importante del cultivo de la cafia de azlcar(96).
Actividad antimicoética frente a la levadura C. albicans

La Tabla 4 muestra los resultados de la actividad del aceite esencial de P. marginatum frente
a la levadura Candida albicans en la que se puede apreciar que el aceite mostré un efecto
inhibitorio leve sobre el crecimiento de este microorganismo, ya que la CMI determinada
fue de 800-1600 pg/mL, por otra parte, el aceite produjo la muerte de la levadura (CMF) a la
concentracion 3200 pg/mL.

Tabla 4. Concentracion minima fungicida (CMF) y concentracién minima inhibitoria (CMI)

del aceite esencial de Piper marginatum Jacg. frente a la levadura Candida albicans ATCC
10231.

Aceite esencial (ug/mL)
Levadura

CMF CMI

C. albicans ATCC 10231 3200 800-1600

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.

Elaborado por: Walter Dario Guaman Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama

En investigaciones realizadas por otros autores el aceite esencial de las hojas se examind
para la inhibicion de los hongos Alternaria solanii y Fusarium oxysporum, mostrando una

actividad moderada en los ensayos de difusion en disco(44,45).

Sin embargo, otro estudio sefiald que el aceite esencial de P. marginatum fue inactivo frente
a F. oxysporum con un valor de CMI superior a 500 pg/mL, mientras que se encontrd que
era débilmente activo frente a Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes con
valores respectivos de CMI de 500 y 250 ug/mL(97). Ademas, se ha informado que tanto el
aceite esencial como el extracto etandlico de P. marginatum son inactivos frente a Candida
albicans con valores de CMI superiores a 2,0 mg/mL(98), el cual supera al encontrado en

este estudio.

Esta investigacidn representa un gran aporte al conocimiento cientifico ya que muestra la
propiedad antimicrobiana del aceite esencial de Piper marginatum Jacq, hasta el momento
poco estudiada. Esta actividad sugiere que el aceite de P. marginatum podria ser una fuente
natural de valioso(s) compuesto(s) bactericida(s) y fungicida(s) frente a otras cepas
bacterianas, y ser usado como potente antimicrobiano Gtil en el control de enfermedades

infecciosas.

36



CONCLUSIONES

1. La identificacion boténica de una muestra de la especie vegetal como Piper marginatum
Jacq. fue realizada en el herbario GUAY, de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad

de Guayaquil, Ecuador y depositada con el nUmero de espécimen de coleccion MEROG.

2. El rendimiento que se obtuvo del AE de las partes aéreas de la especie P. marginatum

Jacg. extraido mediante la técnica de Hidrodestilacion, fue de 0,05%.

3. A partir de los resultados obtenidos de la composicion quimica del AE mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, realizado en el Instituto de
Investigacion; Grupo de Productos Naturales y Quimica Medicinal, Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela, se determind que los principales
componentes identificados fueron miristicina (33,17%), y-terpineno (10,78%), Trans-
cariofileno (8,71%), y-terpinoleno (5,70%), D-germacreno (4,59%), Apiol(3,97%). Teniendo
en cuenta que la miristicina constituye el componente mas abundante, los resultados

obtenidos sugieren que podria ser el principal responsable del efecto antibacteriano.

4. La actividad antibacteriana y antifungica del AE de P. marginatum Jacg. frente a las
bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y la levadura Candida albicans, evaluada mediante la técnica de microdilucion,
permitio evidenciar una actividad inhibitoria igual sobre el crecimiento de las cepas S.
aureus y E. coli (CMIs de 400-800 pg/mL) y frente a P. aeruginosa la actividad
antibacteriana observada resultd ser mas baja ya que la CMI determinada fue de 800-1600
po/mL; ademés, E. faecalis se mostré insensible a la accion del aceite a la méxima
concentracion ensayada (CMI >6400 pg/mL). El aceite present6 actividad antimicotica

media frente a C. albicans con una CMI de 800-1600 pg/mL.
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RECOMENDACIONES

1. La extraccion del aceite debe realizarse con la planta fresca, es decir, lo mas inmediato
luego de la recoleccion, con el fin de evitar la evaporacion o pérdida de componentes

esenciales.

2. Se recomienda, si se cuenta con los recursos econémicos necesarios, realizar cada ensayo

por triplicado para la confirmar los resultados y asegurar el correcto reporte de los mismos.

3. Se recomienda continuar el estudio de actividad frente a otras cepas microbianas de
interés clinico, tanto de estirpes ATCC como aisladas de pacientes, ademas con cepas que
hayan mostrado resistencia a los antibioticos de uso comdn, teniendo en cuenta las normas

de bioseguridad para evitar contaminaciones.

4. El mantenimiento de las condiciones Optimas de crecimiento y la conservacion de la
esterilidad durante los ensayos es fundamental para la obtencién de resultados

completamente fiables.

5. Realizar la difusidn de los resultados en eventos de divulgacion cientifica y/o en articulos

de revistas indizadas.
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ANEXOS:

ANEXO 1: Ficha de identificacién botanica de la especie Piper Marginatum Jacq.

Fuente: Herbario GUAY, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil,
Ecuador
Elaborado por: Ing. Xavier Cornejo
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ANEXO 2: Extraccion del AE de las partes aereas de la especie vegetal Piper marginatum

Jacq.

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.
Elaborado por: Walter Dario Guaméan Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama
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Anexo 3. Cromatografo de gases HP 6890 acoplado a un espectrometro de masas HP 5973.

Fuente: Universidad de Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Instituto de
Investigacion, Grupo de Productos Naturales y Quimica Medicinal Mérida—Venezuela.
Determinacion de la composicion quimica del aceite realizada por: Dr. Luis Rojas PhD.
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ANEXO 4: Protocolo de trabajo del ensayo de la actividad antimicrobiana del AE de P.

marginatum Jacg. frente a cepas seleccionadas. Distribucion en la placa y calculos.

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.
Elaborado por: Walter Dario Guaman Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama

ANEXO 5: Realizacion del inoculo y ensayo de la actividad antimicrobiana del AE de

Piper marginatum Jacq. frente a cepas ATCC seleccionadas.

Fuente: Laboratorios Facultad de Ciencias de la Salud E300 y E302 UNACH.
Elaborado por: Walter Dario Guaman Aranda y Soraya Estefany Jaramillo Panama
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