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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la composicion quimica del aceite
esencial de las hojas frescas de Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca”
var. Truxillense, actividad antioxidante in vitro y la determinacién antibacteriana
in vitro, frente a Streptococcus mutans. El aceite esencial se obtuvo tratando
aproximadamente 10kg de hojas en un sistema de hidrodestilacion con arrastre
de vapor de agua a temperatura y presion controlada, obteniéndose un
rendimiento de 0.06 por ciento v/p, realizdndose asi mismo el andlisis
preliminar del aceite esencial y sus propiedades fisicoquimicas: gravedad
especifica (0,914 g/mL), indice de refraccion (1,463) y pH (6,45). Del analisis
cualitativo de la composicion quimica realizado por Cromatografia de Gases /
Espectrometria de Masas (CG/EM), se destaca en el cromatograma y sefiales
espectrales de identificacion la elucidacion de los siguientes componentes
guimicos: Nona-3,5- dien-2-ona, salicilato de metilo, &cido nonanoico, a-
longipineno, &cido decanoico, 2-Propenal, 3-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-yl)-,
a-ciclocitrildeneacetona, trans-B-ionona, olivetol, apiol, acido hexadecandico,
pitol, acido 9,12,15-octadecatriendico, metil éster y acido octadecanoico. La
evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial se realizd
utiizando los métodos: 1) Método de captacion del radical 2,2-
difenilpicrilhidrazil (DPPH), 2) Método de captacion del radical libre anidn
superoéxido y 3) Método de captacién del radical hidroxilo. El aceite esencial de
coca tiene capacidad antioxidante como donador de electrones o hidrogeno al
radical DPPH y como secuestrante del radical superéxido, y presenta actividad
prooxidante incrementando la degradacion de la deoxirribosa mediante la
adicion de iones ferroso. La determinacién de la actividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial, se realiz6 utilizando el método de difusibn en agar,
demostrando actividad significativa frente a Streptococcus mutans cepa clinica
en concentraciones de 100 y 50 por ciento. La composicion quimica del aceite
esencial de Erythroxylum novogranatense, ejerce un prometedor efecto como
un antioxidante natural y como un agente antibacteriano frente a Streptococcus
mutans.

Palabras clave: Aceite esencial, Erythroxylum novogranatense, actividad

antioxidante, actividad antibacteriana, Streptococcus mutans.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the chemical composition of essential oll
of fresh leaves of Erythroxylum novogranatense (Morris) "Coca" var.
Truxillense, antioxidant activity in vitro and in vitro antibacterial determination,
against Streptococcus mutans. The essential oil was obtained from 10kg of
leaves in a system with hydrodistillation drag of water vapor temperature and
controlled pressure, getting a yield of 0.06 percent v / p, also performed the
preliminary analysis of the essential oils and their physicochemical properties:
specific gravity (0914 g / mL), refractive index (1463) and pH (6.45). Qualitative
analysis of the chemical composition performed by gas chromatography / mass
spectrometry (GC / MS), points in the chromatogram and spectral signals
identifying the elucidation of the following chemicals: Nona-3, 5 - dien-2 - one,
methyl salicylate, nonanoic acid, a-longipineno, decanoic acid, 2-Propenal, 3 -
(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl) - a-ciclocitriideneacetona, trans-g-ionone
olivetol, apiol, Hexadecanoic acid, pitol, 9,12,15-octadecatriendico acid, methyl
ester and octadecanoic acid. The evaluation of the in vitro antioxidant activity of
essential oil was conducted using the methods: 1) Method of capturing 2.2-
difenilpicrilhidrazil radical (DPPH), 2) Method of harvesting the free radical and
superoxide anion 3) Method of capturing hydroxyl radical. The essential oil of
coca has antioxidant capacity as electron donor or hydrogen andalusia DPPH
radical and superoxide radical sequestrant and presents prooxidant activity
increasing degradation of deoxirribosa by the addition of ferrous ions. The
determination of in vitro antibacterial activity of the essential oil was performed
using the agar diffusion method, showing significant activity against
Streptococcus mutans strain clinical concentrations of 100 and 50 percent. The
chemical composition of essential oil of Erythroxylum novogranatense exerts an
effect as a natural antioxidant and as a natural antibacterial agent against

Streptococcus mutans.

Keywords: Essential oil, Erythroxylum novogranatense, antioxidant activity,

antibacterial activity, Streptococcus mutans.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢éo quimica do 6leo essencial de
folhas frescas de Erythroxylum novogranatense (Morris) "Coca" var.
Truxillense, atividade antioxidante in vitro e in vitro antibacterial determinacéo,
contra a Streptococcus mutans. O 6leo essencial foi de cerca de 10 kg de
folhas que procuram em um sistema com hidrodestilacdo arraste de vapor de
agua pressdo e temperatura controladas, para um rendimento de 0,06 por
cento v / p, também realizou a analise preliminar dos 6leos essenciais e suas
propriedades fisicoquimicas: densidade (0.914 g / mL), indice refractométrico
(1463) e pH (6,45). A analise qualitativa da composicdo quimica por
cromatografia em fase gasosa / espectrometria de massa (CG / MS), os pontos
no cromatograma espectral sinais e identificar a elucidagdo dos seguintes
produtos quimicos: Nona-3, 5 - dien-2 - one, methyl salicylate, nonanoic acid, a-
longipineno, decanoic acid, 2-Propenal, 3 - (2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl) -
a-ciclocitrildeneacetona, trans-g-ionone , olivetol, apiol, Hexadecanoic acid,
pitol, 9,12,15-octadecatriendico acid, methyl ester and octadecanoic acid. A
avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do Oleo essencial foi realizada
utilizando os métodos: 1) Método de captura 2,2-difenilpicrilhidrazil radical
(DPPH), 2) Método de colheita de radicais livres e anion superéxido 3) Método
de colheita radicais hidroxila. O o6leo essencial de coca tem capacidade
antioxidante do elétron doador ou hidrogénio andaluzia DPPH radical e radical
superoxido sequestrante e apresenta atividade aumentada prooxidant
degradacdo do deoxirribosa pela adicdo de ions ferrosos. A determinacdo da
atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial foi realizada utilizando teste
de difusdo em &gar, mostrando significativa atividade contra Streptococcus
mutans estirpe clinicas das concentracdes de 100 e 50 por cento. A
composicao quimica do Oleo essencial de Erythroxylum novogranatense exerce
Um efeito como uma promissora antioxidantes naturais e como um agente

antibacteriano contra Streptococcus mutans.

Palavras-chave: Oleo essencial, Erythroxylum novogranatense, atividade

antioxidante, atividade antibacteriana, Streptococcus mutans.



|. INTRODUCCION

El estudio de los componentes quimicos de los aceites esenciales esti
demostrando que tienen propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales,
antimicéticas, antiinflamatorias, insecticidas y antitumorales’®®*>®"  gjn
embargo, estos productos naturales inocuos, han entrado en competencias con
sucedaneos sintéticos que suelen presentar efectos nocivos con desventaja
sobre animales de experimentacion y cuyos resultados obtenidos no son
extrapolables al hombre por las diferencias fisiologicas y anatdbmicas que éste
presenta. Los radicales libres (RL) son especies quimicas activas de oxigeno
altamente reactivas que causan reacciones de oxido reduccién en cadena,
dafiando diversas estructuras lipidicas, protéicas e incluso ADN y ARN®<10:1-
Estos RL son removidos de nuestro organismo por diversos mecanismos
antioxidantes, principalmente por la accidon de las enzimas antioxidantes
Superoxido Dismutasa (SOD), Glutation Peroxidasa (GPO) y Catalasa (CAT),

1213 En ocasiones, las defensas

manteniendo un “equilibrio oxidativo
antioxidantes no son suficientes para contrarrestar la accién de los RL y dan
lugar al “estrés oxidativo”. Este ha sido involucrado en diversos estados
patolégicos de tipo degenerativo e incluso en los procesos naturales de

envejecimiento y muerte ***°.

Investigaciones realizadas sobre los aceites esenciales han demostrado sus

efectos antioxidantes®®’.

En la investigaciébn sobre la evaluacion de la
actividad antioxidante de aceites esenciales en emulsiones degradadas por
radiacion ultravioleta, de los aceites esenciales de Origanum vulgare L.,
“orégano”; Rosmarinus officinalis L., “romero”; y Coriandrum sativum L.,
“cilantro”; se concluye que el aceite esencial de orégano presenté actividad
antioxidante superior a la del cilantro y el romero, e incluso a la de la vitamina
E, en concentraciones de 1,10 y 20 g/kg*®19%?°?122 Estudios realizados sobre la
actividad de los antioxidantes, reportan que la accién de éstos pueden variar
desde el efecto antioxidante hasta el efecto prooxidante, de acuerdo con el
medio de reaccion utilizado 232425:26:27,2829.30.31.32 ' A mismo, el estudio sobre la

actividad antioxidante del aceite esencial Luma chequen, demostrd efecto



antioxidante con aplicacion de tres modelos antioxidantes; concluyendo que las
moléculas del aceite esencial actian en sinergismo potenciando su capacidad
antiradicalaria, dando una proteccién a las macro moléculas biolégicas, como
las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos, por lo que es usado
para el tratamiento de afecciones de las vias respiratorias’.

Referente a la investigacion realizada, no existen estudios sobre la actividad
antioxidante del aceite esencial de las hojas frescas de Erythroxylum
novogranatense (Morris) “Coca” var. Truxillense. El objetivo del presente
estudio es investigar la composicion quimica del aceite esencial, determinar la
actividad antioxidante in vitro a través de la captacion del radical &cido 1,2-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)*, de la captacién del radical superéxido® y la
captacion del radical hidroxilo®. Asi mismo, determinar la actividad

antibacteriana in vitro frente a Streptococcus mutans>®?'.



2.1.
2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

Il. GENERALIDADES

ASPECTOS BOTANICOS

Clasificacion sistematica
Segun el sistema de clasificacion de A. Cronquist (1988), la

especie vegetal tiene la siguiente posicion taxonémica:

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE . Magnoliopsida

SUB. CLASE : Rosidae

ORDEN . Linales

FAMILIA . Erythroxylaceae

GENERO . Erythroxylum

ESPECIE . Erythroxylum novogranatense (Morris)

Hieron, Var. Truxillense (Rugby) Plowman.

Sinonimia vulgar: “Coca” (Anexo 1)

Caracteristicas morfoldgicas

Erythroxylum novogranatense Var. Truxillense (Rugby), conocida
como “Coca Truijillo”, es un arbusto de 1 a 3 metros de altura, con
hojas membranosas, verde intenso, elipticas y de apice agudo,
mide de 1,8 a 4,8cm de largo y 0.5 a 2.5cm de ancho, las lineas
laterales son prominentes en el envés. Las flores son pequefias
de 5mm de largo, con los pétalos de color blanco o crema, los
frutos son drupas anaranjadas, ovadas, sulcadas, de 6 a 10mm

de largo por 4 a 5 mm de ancho *#%%% (Anexo 2, foto 1,2)

Anatomia foliar: Seccion transversal de la hoja

Tiene un grosor que varia entre 100 a 130 micras, la epidermis
superior formada por un solo estrato de células de forma variable;
las células de la epidermis inferior son células semejantes a las

células de la epidermis superior, con papilas bien desarrolladas; el



2.1.4.

2.1.5.

2.1.6.

parénquima en empalizada esta formado por células uniformes en
cuanto a altura y ancho, el parénquima esponjoso consta de tres a
seis estratos de células, siendo las células del estrato superior del
parénquima aplanadas y las células del estrato inferior
isodiamétricas. Los cristales de oxalato de calcio son

particularmente abundantes en las células de este parénquima®.

Variedades del género Erythroxylum

El género Erythroxylum estd conformado por unas 250 especies,
de las cuales 200 especies corresponden a la zona tropical
americana. A menos de 1000 metros de altitud crecen las
especies silvestres y las cultivadas a 2000 metros de altura. Solo
dos especies de este género son cultivadas y estan relacionadas
entre si; Erythroxylum coca Lam. var. Coca y Erythroxylum
novogranatense (Morris) var. Truxillense. Ambas se diferencian
teniendo en cuenta su distribuciébn geografica, ecologia, sus
relaciones de cultivo, morfologia, anatomia y composicion

quimica®.

Distribucion geografica

Erythroxylum novogranatense (Morris) var. Truxillense, conocida
como “coca Trujillo” fue descrita como una especie distinta en el
afio 1900 por Rugby y posteriormente en el afio 1972 se le dio el
nombre cientifico que hoy tiene®. Se cultiva en la costa desértica
del norte del Perd, cerca a la ciudad de Trujillo (La Libertad, Peru)
y en las estribaciones andinas adyacentes; también existen
numerosas plantaciones en el valle seco superior del Marafon, el
cual se parece a la costa Peruana. Es tolerante a la sequedad y

resiste prolongadas sequias>®.

Usos en la medicina tradicional
El uso de la hoja de coca data de tiempos muy antiguos, los Incas
la llamaban “hoja sagrada” por sus virtudes curativas. Los

pobladores de la region andina del Peru la siguen utilizando ya

4



2.1.7.

2.1.8.

sea masticandola, en infusion, mate, emplastos, y cataplasmas.
Existen preparaciones galénicas oficiales a base de las hojas de
coca como mate de coca, polvo, tintura y extracto fluido. Por su
contenido de cocaina tiene efecto farmacodinamico, terapéutico y
toxico; también tiene propiedad anestésica y antidepresiva,
haciendo énfasis que bajo la forma de hoja de coca, ésta no
produce toxicidad o dependencia. Tiene propiedad nutritiva por la
presencia de vitamina A, complejo B y vitamina E, como también
presencia de nutrientes tales como calcio, hierro, zinc, magnesio,

potasio, etc.*>*?

Composicién quimica

Los componentes quimicos de la hoja de coca en cultivo no son
uniformes, dependiendo de factores intrinsecos entre los que
estan la edad de la planta, la identidad de las variedades, el
estado de las hojas y como factores extrinsecos las zonas
geograficas, la forma de cultivo y el medio ambiente
principalmente®.

La hoja de coca contiene metabolitos primarios como proteinas,
carbohidratos y lipidos; y metabolitos secundarios como
alcaloides, taninos, glicésidos y aceite esencial. Los componentes
principales son los alcaloides, destacandose entre ellos la
cocaina, siendo para Erythroxylum coca Lam. var. Coca, conocida
como “coca Huanuco” tener un promedio de cocaina de 1,1 por
ciento y para Erythroxylum novogranatense cultivada en areas
secas de Colombia y Erythroxylum novogranatense (Morris) var.
Truxillense, cultivada en el norte del Peru, un contenido promedio

de 0,56 por ciento**.

Aceites esenciales

Son mezclas de sustancias organicas quimicamente constituidas
por terpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos que se
localizan en determinados o6rganos de la planta como flores,

hojas, frutos; y se les obtienen por destilacion dependiendo del

5



2.1.9.

2.1.10.

2.2.

método y la condicion del vegetal, destacandose entre ellos el de
arrastre con vapor de agua. Son liquidos solubles en solventes

organicos e insolubles en agua**®

Métodos de extraccion de aceites esenciales

En método a utilizarse para la obtencion de los aceites esenciales
estara sujeto a la morfologia de la especie vegetal, variedad de la
especie y porcentaje de rendimiento. Entre los métodos de
extraccion se consideran a los siguientes: destilacién con vapor
de agua, columna de destilacion discontinua, hidrodestilacion con
arrastre de vapor de agua a presion y temperatura controlada,
extraccion por fluidos supercriticos, extraccion por expresion y

extraccion con solventes organicos®® 4047,

Aceite esencial de Erythroxylum novogranatense (Morris)

Esta variedad de coca es muy comerciable por el agradable olor
de su aceite esencial debido a su contenido de &cidos grasos
volatiles que son usados como saborizantes en la industria de
bebidas gaseosas®’. Los aceites esenciales se hallan en una
cantidad menor de 0,1 por ciento y le confiere a la hoja su aroma
especial, cuyo componente principal es el salicilato de metilo,

procedente a su vez del desdoblamiento de un heterésido***2.

RADICALES LIBRES

Se considera un radical libre (RL) a una entidad quimica de &tomo o

molécula que presenta un electron desapareado en el orbital externo

y puede tener carga eléctrica positiva, negativa o neutra. Una

molécula se convierte en radical libre al perder o ganar un electrén
49,50

Los radicales libres son a&tomos, por lo general de oxigeno, altamente

reactivos e inestables; que se liberan cuando el alimento es



2.2.1.

metabolizado en nuestra células para producir energia y son inactivos
por mecanismos enzimaticos y otros de atrapamiento™.

Si bien el oxigeno es vital para nuestra vida, éste por formacién
natural adquiere un caracter toxico para nuestro organismo por la
formacion de radicales libres, que causan reacciones de Oxido
reduccion en cadena, daflando diversas estructuras lipidicas,
protéicas e incluso al ADN y ARN®?1%1 Aproximadamente el 2 por
ciento del oxigeno de la respiracion se transforma en el radical anion
superoxido el que al poseer un electron desapareado no tiene
capacidad para salir de la mitocondria de la célula, debido a que la
membrana interna de la mitocondria es impermeable a este radical.
Por otro lado, cuando se activan las células fagociticas, incrementan
su consumo de oxigeno con la consecuente formacién del anion
superoxido; asi mismo, los metales de transicion, como el hierro y el
cobre pueden reaccionar con el ascorbato formando el radical
hidroxilo que viene a ser también un radical libre®***** A estos
radicales libres que derivan del oxigeno se les denomina mas
propiamente ‘“especies reactivas de oxigeno” (ERO), para
diferenciarlos de las “especies reactivas de nitrogeno” (ERN)., que

comprenden al 6xido nitrico y al diéxido nitrico®%>".

Antioxidantes

Los antioxidantes son nutrientes capaces de neutralizar la accion
oxidantes de los radicales libres, sin perder su estabilidad
electroquimica. Actian donando electrones y evitando que los
radicales libres los capten de las células. Los antioxidantes
utilizados en alimentos, previenen o inhiben el desarrollo de la
rancidez o la aparicion de otros compuestos de deterioro debido a
la oxidacién®®°.

Frecuentemente los antioxidantes pierden su actividad a altas
concentraciones y se comportan como prooxidantes al intervenir
como promotores de las reacciones de iniciaciéon®®. De acuerdo a

su modo de acciéon los antioxidantes se clasifican como



2.2.2.

2.2.3.

bloqueadores de radicales libres, quelantes de iones metalicos y

como eliminadores de oxigeno® 2,

Antioxidantes naturales

Se conoce que las sustancias naturales son mas inocuas que las
realizadas por sintesis y es asi que se estd buscando, en las
fuentes naturales nuevas sustancias con propiedades
antioxidantes que puedan reemplazar a los antioxidantes
sintéticos. Entre los antioxidantes sintéticos mas usados en la
industria alimentaria que estabilizan y protegen grasas vegetales y
animales tenemos al Butil hidroxitolueno (BHT), Butil hidroxianisol
(BHA), Terbutil hidroguinona (TBHQ) y el Galato de propilo
(PG)**®t, Entre los antioxidantes naturales encontrados en las
plantas tenemos a los flavonoides, derivados del acido cinamico,
tocoferoles y &cidos organicos polifuncionales®. Las plantas
superiores tienen un altos contenido de antioxidantes, como
vitamina C, vitamina E, vitamina B, carotenos, flavonoides entre
otros, compuestos que tienen la propiedad de reaccionar con los
radicales libres y evitar de esta manera el efecto nocivo que
puedan causar a las células®®. Los tocoferoles protegen a los
acidos grasos poliinsaturados y el a-tocoferol reduce la
concentracion de dioxido de nitrégeno y su accién esta vinculada
con la reduccién de enfermedades cardiovasculares y prevencion
del cancer®®. El consumo de carotenoides esté relacionado con la
prevencion de cataratas, ateroesclerosis, degeneracion muscular
y esclerosis simple, asi como, a una baja de incidencia de cancer
de prostata®. Asi mismo, la ingesta de licopeno, B-caroteno y
compuestos polifendlicos; entre los que destacan los flavonoides,
antraquinonas, cromonas, cumarinas y otros, constituyen un

importantes grupo de antioxidantes naturales®®®’.

Aceites esenciales como antioxidantes
Los aceites esenciales a través de numerosas investigaciones

estdn demostrando que tiene actividad antioxidante, asi, en un
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estudio sobre la actividad antioxidante in vitro de los aceites
esenciales de Origanum vulgare L. (orégano), Rosmarinus
officinalis L. (romero) y Coriandrum sativum L. (cilantro), en
emulsiones de agua en aceite (Ag/Ac) y aceite en agua (Ac/Ag),
sometidas al deterioro oxidativo por medio de la radiacion
ultravioleta, se demostré que en la emulsion de Ag/Ac, el aceite
esencial de orégano presento actividad antioxidantes superior a la
del cilantro y el romero, e incluso a la de la vitamina E y asi
mismo; el aceite esencial de orégano presentd una accién
protectora mas baja en la emulsién de Ac/Ag*®. En un estudio
sobre la evaluacion de la actividad antifingica del aceite esencial
de Origanum vulgare L. sobre Aspergillus niger, Aspergillus flavus
y Candida albicans; se demostré que tiene esta actividad, debido
posiblemente a la presencia de compuestos fendlicos como el
timol y el carvacrol en su composicién quimica®®. En la
investigacién realizada sobre Luma chequen (Molina) A. Gray
“arrayan” se demuestra su actividad antioxidante mediante la
aplicacion de tres modelos ensayados con resultados muy
cercanos a la vitamina C, debido a la estructura de sus
componentes quimicos®.El aceite esencial obtenido de Zengiber
officinali “jengibre” basado en su composicion quimica de
monoterpenos y sesquiterpenos, se estimd que puede ejercer una
accién antimicrobiana sobre algunos microorganismos como
Bacillus cereius, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
faecalis®.

Al realizar el estudio de las actividades anti-Helicobacter pylori y
antioxidante del aceite esencial de Satureja brevicalyx Epling
“urqu mufia” con la aplicacion de tres modelos antioxidantes, se
determind que la especie posee efecto anti-Helicobacter pylori y
gue su aceite esencial muestra un significativo efecto antioxidante
comparado con el trolox como muestra control, atribuyendo la
actividad antioxidante a los siguientes contituyentes de su
composicién quimica: pulegona, linalol, mentona, B-pineno, B-

myrceno limoneno, p-cimeno, y a-terpineol”®.
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2.2.4.

En la determinacion del efecto antibacteriano del aceite esencial
de Dittrichia viscosa subs. frente a Helicobacter pylori a
44,40ug/mL se encontr6 efecto antibacteriano y a 88,8 -
133,2ug/mL inhibicion completa del crecimiento de Helicobacter
pylori. El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
demostré actividad antimicética in vitro frente a las cepas de
Céandida albicans a las concentraciones de 50 y 100 por ciento y
frente a los dermatofitos Microsporum canis, Trichophytom
mentagrophytes y Trichophytom tonsurans; son sensibles en los
volumenes de 5 y 50mL; encontrandose en el aceite esencial los
siguientes componentes quimicos: Pulegona, mentona y

limoneno’?.

Cavidad bucal y placa dental

La boca constituye una de las estructuras de nuestro cuerpo que
constantemente estd expuesta a sustancias extrafias y de los
habitos que tiene cada persona, es asi que sustancias como el
tabaco, el alcohol, el café entre otras son temas de investigacion.
La boca alberga innumerables microorganismos en un
ecosistema de complejidad considerable que todavia no ha sido
investigado en su totalidad. La boca fue considerada como un
habitat simple para los microorganismos pero en la actualidad se
reconoce que la mucosa oral, los dientes, el surco gingival, la
lengua, la saliva y otras superficies forman habitats o sitios
diferentes donde los microorganismos se multiplican. Cada zona
tiene su propia poblacion caracteristica, a menudo con muchas
especies  microbianas diferentes, las cuales pueden
complementarse o competir con otras en la misma poblacion, por
tanto la flora bucal es una entidad dinamica afectada por
numerosos cambios durante la vida del huésped. El mas comun
gue se aisla de la boca de los recién nacidos es el Streptococcus
salivarius y Staphylococcus albus, y en ocasiones Candida
albicans. La erupcion de los dientes temporales proporciona una

superficie diferente para la adherencia microbiana y esto se
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2.2.5.

caracteriza por la aparicion de Streptococcus sanguis Yy
Streptococcus mutans como habitantes regulares de la cavidad
bucal. Con la erupcién de los dientes permanentes el nimero de
los microorganismos en la boca es mayor y se incrementan
especies como Leptotricia y Fusobacierium. En el adulto la flora
bucal es mas compleja, por la variedad de placa dental y el grado
de enfermedad periodontal. Las lesiones cariosas y las
restauraciones pocas satisfactorias propician ambiente para
acumulaciones de bacterias. En el adolescente se incrementan
los Bacteroides y las Espiroquetas y la placa superficial acoge
numerosos Streptococcus, entre ellos a Streptococcus mutans y
sanguis. Asi mismo se han aislado actinomicetos y otros Gram
positivos y Gram negativos de posicién taxonodmica incierta. Con
la pérdida de los dientes la colonizacion bacteriana disminuye
pero aumentan las levaduras’".

Algunas bacterias tienen la habilidad de adherirse a los tejidos
blandos, asi Streptococcus salivarius puede adherirse a la
mucosa del dorso de la lengua y también a otros tejidos blandos.
Otras en particular Streptococcus mutans y Streptococcus
sanguis, se adhieren al esmalte debido a la produccion de

polisacaridos extracelulares por la bacteria’™.

Streptococcus mutans

Esta bacteria esta implicada como el principal agente etiologico de
la caries dental la que se considera como una enfermedad
infecciosa mas comun en el ser humano. Es una bacteria Gram
positiva, anaerobia facultativa que se encuentra normalmente en
la cavidad bucal humana formando parte de la placa dental. Se
asocia al inicio y desarrollo de las caries dentales. Es acidofilica
porque vive en pH bajo, acidogénica porque metaboliza los
azucares a acido y aciddrica porque sintetiza acidos. Metaboliza
la sacarosa para producir polisacaridos extracelulares facilitando

su adhesion a las piezas dentarias”™ ",
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En una investigacion realizada sobre el té verde, planta nativa del
Asia demostraron que por su contenido polifendlico, puede ser
utilizada como una alternativa en la prevencion de la formacion de
la placa dental™. En un estudio realizado en nifios en edades de
pre escolar y educacion primaria, se determiné la prevalencia de
caries dental del 56 por ciento, estableciéndose presencia y
cantidad de Streptococcus mutans’®. El flior inhibe la accion
enzimatica y los flavonoides inhiben la adherencia y la inhibicion
de la produccién de Acido lactico’’; el acido lactico inhibe la
sintesis de dextranos solubles e insolubles por las cepas de
Streptococcus mutans’®. En la evaluacién realizada in vivo en
hombres y mujeres voluntarios para determinar la formacion de
biofilm, utilizando los aceites esenciales de Mentha piperita,
Cuminun cyminun y la clorhexidrina contra Streptococcus mutans
y Streptococcus pyogenes, se determind que los aceites
esenciales fueron eficacez en comparacion con la clorhexidrina;
exponiendo un posible papel de los aceites esenciales en el

desarrollo de nuevos tratamientos anticaries®.
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Materiales

Embudo de decantacion.
Embudo simple.

Probeta florentino.
Tubos de ensayo.

Vaso Beaker.

Fiolas.

Placas petri.
Micropipetas.

Cubeta espectrofotométrica.

Reactivos

Agua destilada.

Metanol.

Etanol.

n-hexano.

Butanol.

Sulfato ferroso.

Manitol.

Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico.
Pirogalol.

Agar Mueller Hinthon.

DPPH: Acido 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo.
Deoxirribosa.

Vitamina C.

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y adquiridos de

Darmstad y Sigma Chemical Company.
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3.1.3.

Equipos

Balanza analitica Mettler. Sensibilidad 0,1mg

Hidroextractor de destilacién de acero inoxidable.

Refractometro Carl Seizz. Modelo 74078.

Potenciometro Orion. Modelo SA720.

Picnometro de 1mL.

Cromatégrafo de Gases / Espectometria de Masas (CG/EM). Modelo
CG: Trace/EM:Trace.

Espectrofotémetro: Espectro UV.VIS Double Beam PC.
Homogenizador Vortex Mixer. VM300.

Estufa Memmert.

Estufa microbiologica con temperatura regulable.

Microorganismo de ensayo

Streptococcus mutans - cepa clinica

3.2.

ENTIDADES DONDE SE DESARROLLO LA INVESTIGACION

La hidroextraccion por destilacion con arrastre de vapor de agua y
con control de presion y temperatura, se desarrollo en la planta piloto
de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNMSM, vy el
analisis fisicoquimico en la seccién de sintesis y semisintesis del
Instituto de Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de
Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM. La investigacion de la actividad antioxidante se efectu6 en
el Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion “Alberto Guzman
Barron”, de la Facultad de Medicina Humana de la UNMSM. El
estudio de la determinacion antibacteriana se realizo en el Instituto de
Microbiologia y Parasitologia “Simoén Pérez Alva” de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.
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3.3. TIPO DE INVESTIGACION

El analisis del estudio pertenece al tipo analitico, experimental,

prospectivo y longitudinal.

3.4. FLUJOGRAMA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

r )
1 Colectade laespeciey !
: clasificacion taxonémica

! o .
1 Extraccion del aceite :
: esencial de las hojas

I FE— [ .. — I
1 Andlisis ! | Determinaciondelos 1 | Determinacionde ! ; Determinacion de
I' fisicoquimico : ! componentes o la actividad I la actividad
=== ! quimicosdelaceite , | antioxidante |  antibacteriana
I esencial, por [ I frente a
I Cromatografiade ! | Streptococcus
: Gases y : : mutans
 Espectrofotometria. + | T TTTTTTT°
: de Masas (GC/MS) !
I w— —— -
i Métodode |, 1 Métodode , ; Meétodode | | Métodode |
I captacion | ! captacion 1 I captacion del 1 I difusionen |
| delradical 1 | delradical ' | radical : : Agar I
| superoxido | | hidroxilo | | DPPH ! '
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3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

Colectay clasificacion taxondémica

Un peso aproximado de 10kg de hojas frescas de Erythroxylum
novogranatense (Morris) “Coca” fueron proporcionadas por la
Empresa Nacional de la Coca (ENACO-S.A.), proveniente del
norte del Perd, del departamento de la Libertad-Truijillo,
colectadas a 2200 msnm durante el mes de Marzo del 2007. La
clasificacién taxonémica de la especie vegetal, se realiz6 en el
Museo de Historia Natural de la UNMSM.

Extraccion del aceite esencial

El material de hojas frescas fue tratado en un sistema de
hidrodestilacion (HD) con arrastre de vapor de agua a presion y
temperatura controlada durante dos horas. Se realizé dos
extracciones y el destilado del aceite esencial fue recibido en una
probeta florentino. La deshidratacion del aceite esencial se realiz6
utilizando sulfato de sodio anhidro grado reactivo, con posterior
filtracion y conservacion del aceite en un frasco de vidrio de color

ambar a temperatura de 4°C.

Rendimiento de aceite esencial

Se realizd6 con el volumen de destilado del aceite esencial
obtenido en la probeta florentino. Por el método gravimétrico-
volumétrico se determiné el Porcentaje de Rendimiento de Aceite

Esencial (%RAE) con la siguiente expresion:

Donde:
Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pmuestra: Peso de la muestra a destilar en gramos.

El rendimiento de aceite esencial fue de 0,06 por ciento v/p
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3.4.4.

3.4.5.

3.4.6.

Andlisis preliminar y fisicoquimico
Se realizé el analisis organoléptico, solubilidad y analisis
fisicoquimico determinandose las principales constantes fisicas de

indice de refraccion y la gravedad especifica®*’.

Determinacion de los componentes quimicos del aceite
esencial, por Cromatografia de Gases / Espectrofotometria de
Masas (CG/EM)

El analisis se realizd en las siguientes condiciones: Columna
silicagel fundida 30 metros de largo, temperatura inicial 40°C,
10°C/min., temperatura final 110°C (1 min.), inyeccion 240°C y
volumen de inyeccion 5uL. Mediante este sistema se detecto y
elucidé los componentes quimicos del aceite esencial de
Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca”, los que se
identificaron por comparacion con los estandares de espectros

de masas de las respectivas bibliotecas.
Determinacién de la actividad antioxidante
Se realiz6 utilizando el método del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil

(DPPH), el método de captacion del radical libre anién superoxido

y el método de captacion de radicales hidroxilo.

3.4.6.1. Método de captacion del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil

(DPPH)*

Fundamento:

El 2,2—difenilpicrilhidrazil (DPPH) es un radical libre estable,
presenta una coloracion purpura con absorbancia a 517nm.
Las sustancias atrapadoras de radicales libres (donadoras
de H) reaccionan con este compuesto y producen la
desaparicién del color. La reaccion es seguida midiendo la
disminucién de la absorbancia a 517nm. Los resultados se

pueden expresar como IC50, % de inhibicion, % de
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actividad antirradicalaria o equivalentes a trolox o a
vitamina C.
En una primera evaluacion se preparan extractos a

concentraciones de 100, 50 y 10 ug/mL.

Actividad Antioxidante

Bl pAH
] — e
DN 1 MO, 7 O,N MO,
HOR
- 0
WO N

2,2 Difenil - 1 - picrilhidrazil (DPPH ) H
{DFPH) naranja palido
Violeta

Se emplea como sustancia de referencia de captacién de

DPPH al trolox y la muestra problema es tratada con

butanol.
Procedimiento (A)
Blanco Control Muestra Trolox

Agua bidest. (mL) 0,4 0,4 - -
Etanol (mL) 0,8 - - -
Muestra (mL) - - 0,4 -
Trolox 0.4
DPPH* (mL) - 0,8 0,8 0.8

Proceder de la siguiente manera:

Mezclar y dejar en reposo a temperatura ambiente alejado de la luz 30 minutos.

Leer a 517nm. El DPPH se prepara en metanol a una concentracion de 20

mg/L. Se prepara una curva patron de trolox.
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Preparar una solucion hidroalcohdlica (1:1) de trolox en concentracion
36 ug/mL y preparar una bateria de concentracion de 10,0; 7,2y 3,6

siguiendo el procedimiento A

Los resultados se expresan en:

% Inhibicién = A;B x 100

A= Lectura DPPH
B= Lectura del aceite esencial y DPPH

Y se determina IC50 para el trolox y para el aceite esencial de coca

3.4.6.2. Método de captacion del radical libre anion

super6xido®

Fundamento:

El pirogalol es un derivado fendlico generador

superoxido, en medio alcalino se autooxida formando la

pirogalina compuesto coloreado que absorbe a 325nm. El

método consiste en inhibir la autooxidacidon en condiciones

alcalinas.

OH
OH

CH

Pirogalol

Procedimiento (B)

Se emplea como sustancia atrapadora de referencia al

acido ascorbico (vitamina C).

En una cubeta de 1mL colocar: Buffer tris HCI 0,05 M pH

8,2 950pL. Incubar por 1 minuto a 37°C, afiadir:Pirogalol
2mM/ HCI 0,1 M 50pL. Mezclar y leer a 325nm durante 3
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3.4.6.3.

Procedimiento (C)

minutos. La adicién de 50uL del aceite esencial de coca o

vitamina C, como sustancias atrapadoras del radical
superoxido, disminuyen la autooxidacion.

Método de captacion de radicales hidroxilo®
Fundamento:

La desoxirribosa reacciona con radicales hidroxilo

generados por el i6n Fe™ y es degradada produciendo
malondialdehido (MDA) que
tiobarbiturico (TBA) para formar un complejo coloreado de
Malondialdehido — Acido tiobarbitirico (MDA-TBA) que

exhibe absorbancia a 532nm.

reacciona con el acido

Con hierro Sin hierro
Tubo N° 1 Tubo N° 2 Tubo N° 3 ‘ Tubo N° 4
Aceite de coca Aceite de coca

0 manitol Blanco 0 manitol Blanco
Solucion
Deoxirribosa 0,8 0,8 0,8 0,8
5mM* (mL)
Aceite esencial
de cocao 0,2 - 0,2 -
manitol
Fe SO, 3mM*
W) 0,2 0,2 - :
Buffer Fosfato
0,1MpH7,4en
NaCl 0,15M ) 0.2 0.2 0.4
(mL)

Incubar a 37° por 15 minutos.

Medir 0,5mL de cada uno de los tubos 1, 2, 3 y 4 proceder segun el cuadro

siguiente:
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Tubos 1, 2,3y
0,5 0,5 0,5 0,5
4.

TBA 1% en NaOH

1,0 1,0 1,0 1,0
0,05N (mL)

Ac. Acético glacial

1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)

Incubar en BM hirviente durante 20 minutos. Enfriar. Leer a 532nm.
Se emplea el manitol como sustancia de referencia atrapadora del radical

hidroxilo.
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3.4.7. Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro del aceite

esencial frente a Streptococcus mutans

3.4.7.1.

36,37

Método de Difusion en Agar
Fundamento:

En la inhibicibn del crecimiento bacteriano, mediante la
difusion de las sustancias activas en un medio sélido la que

se evidencia con la formacién de halos de inhibicién.

Microorganismo

Bacteria Gram positiva: Streptococcus mutans cepa clinica.

Muestra
Aceite esencial de Erythroxylum novogranatense (Morris)
“Coca” en concentraciones de 100, 50 y 10 por ciento.

Utilizandose como diluyente alcohol etilico de 96°.

Preparacion de la suspensién del inoculo
El cultivo del microorganismo de prueba fue reactivado en

solucién salina al 0,9 por ciento.

Preparacion de las placas
Se utilizé el agar Mueller Hinton; previamente reconstituido,

esterilizado, enfriado y mantenido a 45°C.
Inoculacién e incubacién de la muestra
Se procedié a colocar 20uL del aceite esencial en las

concentraciones senaladas anteriormente.

Control negativo

Se utilizé alcohol de 96°
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Lectura e interpretacion de los resultados
Se realiz6 la lectura con la observacién de las zonas claras
de inhibicién del crecimiento, mediante el registro de los

didmetros en mm de estas zonas.
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4.1.

4.2.

V. RESULTADOS

Extraccion del aceite esencial de Erythroxylum novogranatense

(Morris) var. Truxillense

Con la aplicacion del método de hidroextraccion con arrastre de vapor a

temperatura y presion controlada, se obtuvo un rendimiento de 0,06 por

ciento v/p.

Andlisis preliminar y constantes fisicas (Tabla 1)

Tabla 1. Andlisis preliminar y constantes fisicas de Erythroxylum

novogranatense (Morris) “Coca”.

DETERMINACIONES

RESULTADOS

Analisis organoléptico

Liquido, oleoso, medianamente amarillo,
aromatico, agradable y altamente volatil,

ligeramente picante, pH 6.5

Solubilidad

Insoluble en agua y en etanol 50 por
ciento, ligeramente soluble en metanol,
soluble en etanol absoluto, n-hexano y

éter etilico

Constantes fisicas

indice de refraccion (21°C):1,482
Gravedad especifica (21°C):0,914g/mL

4.3.

Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de

Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca”

El andlisis del aceite esencial realizado por Cromatografia de Gases /

Espectrometria de

(CG/EM), permiti6 identificar 14

componentes quimicos que se presentan en la figura 1 y tabla 2.
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Figura 1. Cromatograma de Gas del aceite esencial de Erythroxylum
novogranatense (Morris) var. Truxillense
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Tabla 2. Composicién quimica del aceite esencial de Erythroxylum
novogranatense (Morris) “Coca” determinado por Cromatografia de

Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM).

COMPONENTES QUIMICOS TIEMPO D'?M'TEJE':?ON (TR)
Nona-3,5-dien-2-ona 1.74
Salicilato de metilo 1.81
Acido nonanoico 2.06
a-longipineno 2.61
Acido decanoico 2.78
2-Propenal,3-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-yl)- 3.22
a-ciclocitrildeneacetona 3.41
Trans-B-ionona 3.94
Olivetol 4.31
Apiol 5.35
Acido hexadecandico 8.90
Pitol 10.26
Acido 9,12,15-octadecatriendico, metil éster 10.57
Acido octadecanoico 10.75

26




4.4. Espectros de los componentes quimicos del aceite esencial de

Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca” var. Truxillense

Figura 2. Espectro de la estructura del Nona-3,5-dien-2-ona

Figura 3. Espectro de la estructura del Salicilato de metilo
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Figura 4. Espectro de la estructura del Acido nonanoico

Figura 5. Espectro de la estructura del a-longipineno
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Figura 6. Espectro de la estructura del acido decandico

Figura 7. Espectro de la estructura del 2-propenal, 3-(2.6.6-trimethyl-1-
cyclohexen-1-yl)-
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Figura 8. Espectro de la estructura del a-cyclocitryldeneacetona

Figura 9. Espectro de la estructura del trans-p-ionona
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Figura 10. Espectro de la estructura del olivetol

Figura 11. Espectro de la estructura del apiol
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Figura 12. Espectro de la estructura del acido hexadecanoico

Figura 13. Espectro de la estructura del pitol
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Figura 14. Espectro de la estructura del acido 9,12,15-octadecatriendico, metil
éster

Figura 15. Espectro de la estructura del &cido octadecanoico

33



4.5. Determinacién de la actividad antioxidante del aceite esencial de

Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca” var. Truxillense

4.5.1. Método de captacion del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil
(DPPH)

Los resultados obtenidos se presentan en la figura N° 15y 16

CAPACIDAD DE CAPTACION DEL RADICAL LIBRE DIFENILPICRILHIDRAZIL (DPPH)

120
100
80

60
40 y=-21.688x+ 101

R? = 0.9953 T~

% inhibicion

20 -
0

0 1 2 3 4
IC50= 2.35 ug/mL ug/mL

Figura 15. Curva de captacion de DPPH del trolox

120
100
80
60
40
20

O T T T T
0 1 2 3 4 5

y = -15.13x + 94.856
R? = 0.9677

% inhibicion

IC50=2.96 uL/mL

Figura 16. Curva de captacion de DPPH del aceite esencial de coca
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4.5.2. Método de captacién del radical libre anion superoxido

Los resultados obtenidos se presentan en la figura N° 17 y 18

CAPTACION DEL RADICAL LIBRE ANION SUPEROXIDO

120
100
y=-3.276x + 99.327
c 80 -
S \ R?=0.9992
L
2 60
ey
£ \
S
S 40
\
20
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
ug/mL vitamina C
IC50=15.06 ug/mL
Figura 17. Curva de captacion de radical superéxido de la vitamina C
120
100
c
© 80 -
L
o)
= 60
= 40 y = -51.578x + 98.632
s R? = 0.9964
20
O T T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14
uL/ mL aceite de coca
IC50= 0.94 uL/mL

Figura 18. Curva de captacion del radical superdxido del aceite esencial de coca
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4.5.3. Método de captacion de radicales hidroxilo

Los resultados obtenidos se presentan en la figura N° 19, 20, 21y
22.

CAPTACION DEL RADICAL HIDROXILO

0.16
0.14
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

Absorbancia 532 nm

o

0.05 0.1 0.15 0.2

mg Manitol

Figura 19. Curva de captacion de radical libre hidroxilo del manitol

0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Absorbancia 532 nm

o
ol

10 15
uL aceite de coca

Figura 20. Curva de captacion del radical libre hidroxilo del aceite esencial de coca
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Actividad prooxidante del aceite esencial de coca en un medio de radical
hidroxilo en presencia de ion ferroso

Figura 21. Curva de captacion del radical hidroxilo del aceite esencial de
coca en presencia del ion ferroso

Actividad prooxidante del aceite esencial de coca en un medio de radical
hidroxilo en ausencia del ion ferroso
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Figura 22. Curva de oxidacion de la deoxirribosa por el radical hidroxilo del aceite
esencial de coca en ausencia del ion ferroso
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4.6.

Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de
Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca” var. Truxillense
frente a Streptococcus mutans

Los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo a las

concentraciones utilizadas del aceite esencial. Tabla 3.

Tabla 3. Formacion de halos de inhibicién de Streptococcus mutans en agar

Mueller Hinton, empleando el método de difusién en agar

MUESTRA CONCENTRACION Streptococcus mutans
(Halos de inhibicién en mm)
100% 30
Aceite esencial de 50% 28
Coca
10% 12
Control negativo Etanol 96° Inactivo
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V. DISCUSION

Se ha obtenido de la hojas frescas de Erythroxylum novogranatense (Morris)
Hieron, var. Truxillense (Rugby) Plowman “coca”; proveniente del norte del
Peru (Trujillo - La Libertad), un rendimiento del 0,06 por ciento v/p, que estaria
sujeto a factores como variedad de la especie, medio ecoldgico y zonas

3843 | os datos obtenidos en las determinaciones fisicas de

geograficas
densidad, indice de refraccion, solubilidad y pH, indican que presenta
caracteristicas fisicoquimicas propias de los aceites esenciales*’. Respecto a
la composicion quimica cualitativa determinada por Cromatografia de Gases /
Espectrometria de Masas (CG/EM), en base a su tiempo de retencion (RT) del
aceite esencial, los resultados nos indican que est4d conformado por
componentes terpenoides, aromaticos y de naturaleza diversa; lo que se
sustenta en trabajos realizados en aceites esenciales obtenidos en otras
especies; tal como Origanun vulgare L. (orégano), (0,22 por ciento)®,
Minthostachys mollis (mufia) (0,19 por ciento)’?, Luma chequen (Molina) A.

Gray “arrayan” (1,25 por ciento)®, Zingiber officinali “Jengibre” (0,8 por ciento)®.

En la elucidacién estructural se ha identificado 14 constituyentes quimicos,
entre los que destacan por su cardcter organico funcional, los acidos alifaticos
esterarico, linolénico, decandico, hexadecandico, nonandico y el éster de
salicilato de metilo, asi mismo el olivetol, un derivado fendlico proveniente del
resorcinol, un compuesto aromatico oxigenado el apiol, también el pitol, un
diterpeno de naturaleza alcohdlica y trazas de otros compuestos insaturados y
oxigenados como nona-3,5-dien-2-one, a-longipineno, 2-Propenal,3-(2,6,6-

trimetil-1-ciclohexen-1-yl)-, a-ciclocitrildeneacetona y la trans-f-ionona.

En estudios realizados en Origanun vulgare L. (orégano) y Thymus vulgaris L.
“tomillo” se ha observado presencia de dos isémeros de caracter fendlico, el
timol y el carvacrol, a los que se les sefiala responsables del efecto

antimicrobiano®®°.
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En la investigacion realizada se ha determinado presencia de dos componentes
quimicos de naturaleza fendlica, el olivetol que viene a ser el pentil resorcinol
derivado de la resorcina y el salicilato de metilo, un éster derivado del &cido
salicilico con caracter fenodlico. Este ultimo también fue identificado en el
analisis del aceite esencial de Erythroxylum coca Lam. Var. Coca por CG / EM
con un porcentaje de 13.6 por ciento sobre otros componentes coincidiendo su
presencia con el estudio realizado en la especie Erythroxylum novogranatense

(Morris) Coca var. Truxillense®.

El mecanismo de accion de los polifenoles esta vinculado a su capacidad para
donar hidrégeno y a su accion quelante con iones metalicos; la potente
actividad antiooxidante reside en sus estructuras quimicas con un grupo o-
difendlico, un doble enlace conjugado 2-3 y grupos hidroxilos en posiciones 3y
5, lo que les permite reaccionar con los radicales libres caracterizados por su
inestabilidad, alta energia y de efectos dafiinos a las células de nuestro

organismo; actuando eficientemente contra los radicales hidroxilo y peroxilo®’.

La presencia e identificacion de acidos grasos saturados e insaturados en la
composicion quimica del aceite esencial como: &cido nonandico, decandico,
hexadecanoico, 9,12,15-octadecatriendico, metil éster y octadecanoico
fortalecerian en sinergismo las propiedades de esta especie. Asi mismo, la
presencia de componentes hidrocarbonados y oxigenados entre los que se
halla el alfa-longipineno y el pitol de naturaleza terpénica; también influirian en
las caracteristicas del aceite esencial que lo hace muy agradable y preferido

como saborizante por el aroma especial que tiene “°.

Existen evidencias de que los compuestos polifendlicos constituyen un
importante grupo de antioxidantes, ampliamente distribuidos en las frutas y los
vegetales; comprendiendo a los flavonoides, antraquinonas, cromonas,
cumarinas y otros. Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta

compuestos muy polimerizados con elevado peso molecular®’ 82,

El efecto antioxidante determinado en Erythroxylum novogranatense (Morris)

Coca var. Truxillense, realizado a través de tres modelos experimentales in
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vitro: Modelo de captacion del radical DPPH, modelo de captacion del radical
superoxido y el modelo de captacion del radical hidroxilo; nos indican que la
accion secuestradora de radicales libres (RL), estaria sujeta a especies
quimicas y que el aceite esencial de Erythroxylum novogranatense (Morris)
Coca var. Truxillense, estaria interfiriendo en las reacciones de propagacion de
los radicales libres y en la formacion del radical en si. En el modelo de
captacién del radical hidroxilo se ha observado que el aceite esencial de coca
también puede actuar como agente prooxidante en las condiciones

experimentales en las que se ha trabajado.

El aceite esencial de las hojas de coca posee actividad antioxidante variable
cuando es probada en diversos sistemas. Si bien los metabolitos antioxidantes
en plantas son estudiados principalmente en base a sus estructuras
polifendlicas, existe literatura que refiere que también se halla actividad
antioxidante en los aceites esenciales cuyos componentes principalmente son
terpenos y terpenoides®. En el ensayo con DPPH, compuesto que permite
poner en evidencia la actividad donadora de electrones o de &tomo de
hidrégeno no especifico se observa un IC50 de 2,96uL/mL, y el secuestrante
de referencia trolox exhibe un IC50 de 2,35ug/mL, si bien no corresponden a
las mismas unidades estos resultados sugieren el buen comportamiento del
aceite esencial como donador de electrones al radical libore DPPH. En la
investigacion realizada en 11 diferentes aceites esenciales hallaron por este
mismo ensayo con DPPH que los aceites esenciales proveniente de Cananga
odorata, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis y Curcuma longa
mostraron la mayor efectividad con un rango de inhibicién del radical de 59,6+
0,42-64,3+0,45%.8%. Con estos resultados, seria interesante ensayar el aceite
esencial en un medio lipidico con el fin de valorar su capacidad protectora de la
peroxidacion lipidica como el realizado en algunas especies de aceites
esenciales®®. En la literatura no se reporta ensayos similares con el aceite
esencial de hojas de coca por lo que no puede compararse este resultado.
Estos resultados constituyen entonces conocimiento de base para posteriores
estudios.

También es un efectivo secuestrante del radical libre anion superdxido,

ensayado en la capacidad de inhibir la autooxidacion del pirogalol en medio
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alcalino. Debido a la coloracion del aceite fue necesario realizar la modificacion
de la longitud de onda a 325nm®®. Igualmente este resultado es conocimiento
generado puesto que no se dispone de informacién previa. Cuando el aceite
esencial de coca es ensayado como secuestrante del radical hidroxilo mediante
la técnica de degradacion de la deoxirribosa por presencia de ion ferroso en
medio acuoso a pH 7,4 muestra una capacidad prooxidante; resultado
semejante al realizado con el camu camu en el que se empled el i6n férrico en

lugar del i6n ferroso®’.

El acido ascorbico y algunos antioxidantes oxigenados sin embargo pueden
actuar como prooxidantes a determinadas condiciones, como por ejemplo la
presencia de iones metalicos de hierro y cobre, generando especies reactivas

del oxigeno, reaccion que se produce en sistemas in vitro e in vivo®.

Por los resultados obtenidos en la actividad antibacteriana se ha demostrado
gue el aceite esencial de Erythroxylum novogranatense (Morris) Coca var.
Truxillense presenta actividad significativa frente a Streptoccocus mutans. Con
respecto al estudio en el extracto acuoso y alcohdlico de las hojas, se
manifiesta que estos tienen propiedades inhibitorias en el crecimiento de
hongos oportunistas®®. Otros estudios han encontrado accion inhibitoria sobre
Mycobacterium tuberculosis y otras especies de Mycobacteryum®,
uropatégenos Gram negativos multiresistentes®®, frente a bacterias Gram
negativas y Gram positivas®®, Enterobacterias, Cocos y Bacillus®*, sobre

94
|

Streptoccocus de la cavidad bucal®™, y sobre bacterias Gram negativas

resistentes a antibacterianos®®.

En otra investigacion realizada con el extracto alcohdlico de las hojas de
Erythroxylum novogranatense (Morris) Coca var. Truxillense, se logro
determinar que tienen accién antibacteriana positiva a las concentraciones de
250, 500, 1000 y 1500ug/20uL del extracto frente a cultivos de la flora mixta
salival®®.

En el estudio realizado con el aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb

(mufia) frente a bacterias orales de importancia estomatologica, se encontro
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gue la bacteria mas sensible a la amoxicilina utilizada como control positivo,
fue Streptoccocus mutans con una media de 68mm de didmetro en sus halos

de inhibicion®’.

Estudio realizado sobre la relacion entre la caries y la composicion microbiana
de la placa dental han determinado una positiva correlacion entre la caries y la
frecuencia en la placa de Streptoccocus mutans y microoganismos productores
de polisacéridos intracelulares®. Asi mismo, en el estudio del efecto de la
infusién del té verde al 10 por ciento p/v en la formacién de la placa bacteriana
por Streptoccocus mutans ATCC 25175, se determind una notoria disminucion
y falta de adherencia en la formacién de la placa®. En la evaluacion in vitro del
efecto de la papaina, una enzima proveniente de la papaya con propiedad
antimicrobiana frente a Streptoccocus mutans, determind que una
concentracion de 2 por ciento no fue suficiente para inhibir su crecimiento, pero
si logré reducirlo*®. Al evaluar el estudio de la actividad anti-Streptoccocus
mutans con el aceite esencial de Hyptis pectinata, se concluye que éste puede
considerarsele como una alternativa ante la clorhexidrina para el control de las
bacterias bucales y las enfermedades relacionadas con la higiene’®. Los
aceites esenciales de Mentha piperita, Rosmarinus offinalis, y la clorhexidrina
fueron evaluados contra Streptoccocus mutans y Streptoccocus pyogenes in
vivo, manifestando que los aceites esenciales fueron significativamente mas
eficaces que la clorhexidrina y que pueden ser considerados como agentes de
seguridad en el desarrollo de nuevos agentes antibiofilm'%. Las aparicién de la
caries dental se debe especialmente al agente patégeno cariogénico
Streptoccocus mutans. Del extracto metandlico Myristica fragans (nutmeg), se
identifico el principio macelignan, que posee fuerte actividad inhibitoria contra
Streptoccocus mutans y una concentracion minima inhibitoria (MIC) mas baja
gue otros anticariogénicos naturales como la sanguinarina, el eucaliptol, timol,
carvacrol y salicilato de metilo y asi mismo contra otros microorganismo orales
como Streptoccocus sobrinus, Streptoccocus salivarius y Streptoccocus
sanguis entre otros sugiriendo que podria ser empleado como un
antibacteriano natural para el cuidado bucal'®. Las caries dentales y la
enfermedad periodontal estdn asociadas con los patdgenos orales y

componentes quimicos de plantas han sido evaluados contra microorganismos
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patdgenos. Tal es el caso del estudio del aceite esencial Lippia sidoides,
arbusto de Brasil, que por CG / EM se caracterizé entre otros componentes al
timol (56.7 por ciento) y carvacrol (16.7 por ciento) con efecto antibacterianos a
Streptoccocus mutans y Candida albicans, ejerciendo prometedores efectos
contra los patégenos orales y el crecimiento microbiano oral'®. Los estudios
clinicos con enjuagues bucales han demostrado importante actividad antiplaca
y en la gingivitis como la variable clinicamente relevante. Existen enjuagues
bucales que tienen agentes activos eficaces contra Streptoccocus mutans, tal
como la clorhexidrina, que también puede tener un papel en la inhibicion de la
caries dental. Estudio realizado in vitro con el fin de evaluar la eficacia de
distintos enjuagues bucales antisépticos por medio de la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (MIC), ante bacterias como Streptoccocus
mutans, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis vy
Actinobacillus; y realizdndose también el experimento in vivo en voluntarios,
determiné que los valores de MIC no es un método fiable para evaluar el efecto
antibacteriano de los enjuagues bucales y que el lavado con soluciones que
contienen agentes que producen oxigeno, como el peréxido de carbamida
tienen mayor eficacia contra las bacterias anaerobias en comparacion con los
enjuagues bucales antisépticos que contienen clorhexidrina y triclosan como
agentes activos; demostrando que los enjuagues a base de aceites esenciales

eliminan a las bacterias mas rapido'®.

La investigacion de bacteria orales presentes en la placa dental como biofilms y
el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de Manuka, té del arbol de
aceite, aceite de eucalipto, aceite de lavandula y aceite de rosmarinus en
bacterias orales como: Streptoccocus mutans, Streptoccocus sobrinus,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus;
determinaron que los aceites esenciales inhibieron el crecimiento y la adhesién

de Streptoccocus mutans en la placa dental'®.
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VI. CONCLUSIONES

1. En las hojas frescas Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron, Var.

3.

Truxillense (Rugby) Plowman “Coca”, se indentificaron los siguientes
componentes quimicos: Nona-3,5-dien-2-one, salicilato de metilo, acido
nonanoico, a-longipineno, acido decanoico, 2-Propenal,3-(2,6,6-trimetil-
1-ciclohexen-1-yl), a-ciclocitrildeneacetona, trans-B-ionona, olivetol,

apiol, acido hexadecanaico, pitol, &cido linolénico, &cido estearico.

El aceite esencial de coca tiene capacidad antioxidante como donador
de electrones o hidrégeno al radical DPPH y como secuestrante del
radical superdxido, y presenta actividad prooxidante incrementando la

degradacion de la deoxirribosa mediante la adicion de iones ferrosos.

Se determind que el aceite esencial de Erythroxylum novogranatense
(Morris) var. Truxillense presenta actividad antibacteriana significativa

frente a Stl’eptOCOCCUS mutans.
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VIll. ANEXOS

Anexo 1

Clasificacion botanica
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Anexo 2

Foto 1: Ramas de Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca”

Foto 2: Hojas de Erythroxylum novogranatense (Morris) “Coca”
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Anexo 3

Foto 3: Aceite esencial de Erythroxylum novogranatense (Morris)
var. Truxillense - Streptococcus mutans
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