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|\ Fesumen Q.

Debido que masticar las hojas del Shinus molle L.
disminuye la movilidad dental, trata la enfermedad
periodontal, evita la halitosis y desinflama la boca
(encia), se planteé ¢cual es el efecto inhibitorio in
vitro del aceite esencial de Shinus molle L. “molle”
sobre el Streptococcus mutans ATCC 251757 para
contribuir al tratamiento y prevencién de patologias
médicas. Se realizaron 32 repeticiones de prueba
de sensibilidad a antimicrobianos por dilucion (con-
centracién minima inhibitoria) y difusiéon (suscep-
tibilidad bacteriana) del aceite esencial a concen-
traciones 0, 25, 50, 75 y 100%, y al grupo control
(Bencilpenicilina procainica 1000000 Ul), proce-
sando datos mediante pruebas estadisticas. Los

\ Abstract G

As Shinus molle L.’s leaves by chewing reduces
tooth mobility, treat periodontal disease, halitosis
prevents and relieves mouth (gums), was raised
What is the inhibitory effect in vitro of essential oil
of Shinus molle L. “molle” on Streptococcus mu-
tans ATCC 25175 ?, to help in the treatment and
prevention of medical pathologies. 32 replicates
were performed of antimicrobial sensitivity testing
by dilution (minimum inhibitory concentration) and
dissemination (bacterial susceptibility) essential oil
at concentrations 0, 25, 50, 75 and 100%, and the
control group (procaine benzylpenicillin 1000000
Ul), processing data using statistical tests. The re-

resultados son los siguientes: la concentracion mi-
nima inhibitoria fue 25% y sin diferencia significati-
va entre 25, 50, 75 y 100%; no se observaron halos
de inhibicién en la susceptibilidad bacteriana con la
técnica de Kirby y Bauer; las concentraciones tuvie-
ron efecto inhibitorio positivo sobre el Streptococ-
cus mutans. La conclusion es que la concentracion
minima inhibitoria es 25%; con la técnica de Kirby y
Bauer la bacteria es resistente y las concentracio-
nes tienen efecto inhibitorio.
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sults are: the minimum inhibitory concentration was
25% and and no significant difference between 25,
50, 75 and 100%; in bacterial susceptibility no were
observed inhibition halos with Kirby and Bauer te-
chnique; y concentrations were positive inhibitory
effect on Streptococcus mutans. Concluding: the
minimum inhibitory concentration is 25%; with Kirby
and Bauer technique, the bacteria are resistants; y
the concentrations have inhibitory effect.

Keyword: Essential oil, ethanol extract, Shinus
molle L., Streptococcus mutans, minimal inhibitory
concentration and bacterial susceptibility.
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1. INTRODUCCION

A pesar que la medicina tradicional testifica que
las hojas frescas masticadas del Shinus molle L.
disminuyen la movilidad dental, trata la enferme-
dad periodontal, evita la halitosis y desinflama la
boca (encia)', no hay estudios in vitro que plan-
teen cual es el efecto inhibitorio in vitro del aceite
esencial de Shinus molle L. “molle” sobre el Strep-
tococcus mutans ATCC 25175. Se conoce que los
efectos los producen los principios activos de los
vegetales1.

Los principios activos que contiene el Shinus
molle L. son: 1) monoterpenos, 2) triterpenos, 3)
sesquiterpenos, 4) lipidos, 5) enzimas, 6) alcaloi-
de, 7) flavonoides, 8) tanino, 9) “sustancia Shinus
molle L.” con C,,H,0, como férmula global’, 10)
beta-sistosterol?, 10) productos de terpenos y 11)
acidos grasos®. Para utilizarlos se recurre fre-

cuentemente a extractarlo como aceite esencial®.

Por lo expuesto, para entender el efecto del aceite
esencial del Shinus molle L. sobre el Streptococ-
cus mutans in vitro se realiza un analisis desde el
enfoque de la farmacognosia general.

El aceite esencial es obtenido del vegetal fresco®>®
que varia cualitativa y cuantitativamente depen-
diendo del origen botanico; suelen ser solubles
en altas concentraciones de alcohol; se degra-
dan quimicamente en presencia de luz solar, aire,
calor, acidos y alcalis fuertes®. Sus componentes
son: 1) Los terpenoides (mas abundantes’®) que
presentan las siguientes caracteristicas: 1a) los
que carecen de oxigeno son hidrocarburos: mo-
noterpenos y sesquiterpenos y 1b) los que po-
seen oxigeno como los terpenos funcionalizados
con funcion fenol, alcohol, aldehido, cetona, éter,
ester o perdxido. 2) Los no terpenoides: 2a) sus-
tancias volatiles alifaticas que suelen ser hidro-
carburos o sustancias con funcién oxigenada, 2b)
sustancias volatiles aromaticas: 2b1) sustancias
con estructuras C6-C1; 2b2) sustancias con es-
tructuras C6-C3 (derivados de fenilpropano); 2b3)
derivados cumarinicos. Las sustancias C6-C1 y
C6-C3 son de bajo peso molecular, generalmente
oxigenadas, con funciones alcohol, fenol, acido,
éter. 3) Las sustancias nitrogenadas. 4) Las sus-
tancias con azufre®.

En el aceite esencial del Schinus molle L. se en-
contraron compuestos mayoritarios en monoter-
penos (90,2%) [a-felandreno (33,5), B-mirceno
(25,7), silvestreno (23,5), p-cimeno (4,8) y
a-pineno (2,7%)]°.

Los principios activos presentes son terpenos so-
lubles en solventes organicos'®, tipicos constitu-
yentes del aceite esencial® e incluyen compuestos
con actividades farmacoldgicas importantes como
esteroles, saponinas, heterdsidos cardiacos y
terpenos modificados.>” Los monoterpenos regu-
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lares constituyen un importante grupo de hidro-
carburos, alcoholes y cetonas, que son los com-
puestos mayoritarios de los aceites esenciales y
conjuntamente con los sesquiterpenos responsa-
bles de sus propiedades farmacoldgicas’.

Las saponinas son dificiles de cristalizar’, al ex-
traerlas con agua generalmente se realiza por
ebullicion®. Las lactonas sesquiterpénicas son de
escasa presencia al extraerlas por hidrodestila-
cion y algunas son inhibidores del crecimiento de
bacterias, etc.5” Destacan por su actividad antimi-
crobiana los derivados terpénicos oxidados’.

Igualmente, alcaloides no oxigenados suelen
ser liquidos arrastrables en corriente de vapor
de agua (conina, nicotina, esparteina, etc).6” La
berberina, benzofenantridinas y protopinas tienen
propiedades antimicrobianas’ y la carpaina es an-
tibacterial®.

Finalmente, los polifenoles segun su estructura
quimica basica son taninos, acido fendlico, ligni-
nas®, flavonoides, cumarinas, cromenos y benzo-
furanos, xantonas y quinonas®’. Los fenoles son
en principio solubles en disolventes organicos po-
lares y desarrollan efectos farmacologicos®. Los
cromenos y benzofuranos se extraen por desti-
lacién con poca efectividad comparada con sol-
ventes organicos y algunos son bacteriostaticos
como el toxol y dehidrotrementona®. Los deriva-
dos quindnicos como benzoquinonas, naftoqui-
nonas son arrastrables en corriente de vapor de
agua.®® Diversas naftoquinonas poseen propieda-
des antibacterianas®’, como la yuglona empleada
en afecciones de la cavidad bucal y faringe” y al
lapachol como bacteriostatico®’.

El Streptococcus mutans, patdégeno primario de la
caries dental", al predominar en la profundidad de
la cavidad cariosa es uno de los responsables de
la lesion inicial de la pulpa'?, causante importan-
te de las endocarditis subagudas''?; uno de los
principales microorganismos aislados en absce-
sos cerebrales™; uno de los dos causantes de la
estomatitis sub-protésica'#. Durante el tratamiento
ortodoéntico activo aumentan en la placa™.

El efecto de Shinus molle L. sobre el Streptococ-
cus mutans in vitro indicara con certeza cual es
su comportamiento real sobre el Streptococcus
mutans™.

Por tanto, con el propodsito de conocer el efecto
inhibitorio in vitro del aceite esencial de Shinus
molle L. “molle” sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175, esta investigacion se propone los
siguientes objetivos: 1) determinar la concentra-
cién minima inhibitoria (CMI) in vitro del aceite
esencial de Shinus molle L. “molle” sobre el Strep-
tococcus mutans ATCC 25175; 2) determinar la
susceptibilidad in vitro del Streptococcus mutans
ATCC 25175 en aceite esencial de Shinus molle
L. “molle”, al aplicar la técnica de Kirby y Bauer; 3)
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determinar el efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de Shinus molle L. “molle” sobre el Strepto-
coccus mutans ATCC 25175, seguin concentraciones. Finalmente, la hipdtesis establece que el aceite
esencial de las hojas del Shinus molle L. tiene efecto inhibitorio in vitro sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Al verificar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Shinus molle L. sobre el S. mutans, esta investi-
gacion empleara la medicina tradicional contra las patologias y/o infecciones producidas en el hombre
por el Streptococcus mutans. Ademas, al ser abundante en América Latina su uso como ingrediente en
los medicamentos estomatolégicos, el Shinus molle L. reduciria los altos costos en los tratamientos de
prevencion y rehabilitacion.

Il. MATERIAL Y METODOS

Material
Biolégico es la Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 y botanico son las hojas de Shinus
molle L.

Métodos
Tipo de estudio: experimental

Variables
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIOMAL
Producto farmacéutico no  artesanall, | Producto farmacéutico no artesanal obtenide de hojas
principalmente  obtenido  mediante | frescas de Shimus molle L. mediante destilacién por arrastre
destilacién por arrastre con vapor de agua | con vapor de agua, disuelto con alcohol etilico 96° GL v
al procesar material vegetal fresco, liquido | obteniendo las concentraciones (grupo experimental): 00, 25,
volatil a temperatura ambiente y solubles | 50, 75 y 100%.
ndependiente | en alcoholes a alta concentracion y poco | Su efecto inhibitorio sobre el Streptococcus mutans se baso en
theeite esencial | en agua’. los métodos de prueba de sensibilidad a los antimicrobianos:
concentracién  minima inhibitoria v la  susceptibilidad
bacteriana, se considerd:
Positive= Inhibicidn en ambas métodos o en uno
hubo no inhibician,
Negative= Ambos métados hubo no inhibician,
Dependiente é:reptoma;u_s rr.::l.lmnses una bacteriaicuco .Srreptfxoccus mutans, e;fp[esadcr visihler_n{ante como una
Srptcoccs | S BOSND) <an 05,5 073 T e | e comens @ P, Lo, e ot
mutans 1l P
sensibilidad a los antimicrobianos'”.

Métodos procedimentales

Se preparé el indculo Tioglicolato, segun tubo N° 0,5 del Nefeldmetro de Mac Farland

Para preparar la muestra a destilar se recolectd y escogio “el molle” durante dos dias, tratando
de no alterar los componentes de las plantas. Durante dos dias como maximo se cortaron las
hojas con guillotinas para colocarlas en el molinillo de la licuadora Imaco Modelo BL 75.

Obtenida la muestra, el procedimiento para obtener aceite esencial es la destilacion, utilizando
un kilo por 30 minutos desde que hierve el agua, finalmente con cloruro de sodio y una micro-
pipeta se extrajo el aceite esencial. Para obtener las concentraciones, el aceite esencial se
mezcld con etanol al 96° GL con una micropipeta, vaciandolo en un Vial.

Para obtener la CMI se utilizé y vacié 0,8 mL de la mezcla de Bencilpenicilina procainica de un
millén Ul con agua destilada (grupo control con penicilina) o aceite esencial de cada concen-
tracién en tubos de ensayo de 13x100 mL rotulados segun concentracién o Bencilpenicilina, a
los cuales se adicioné 0,2 mL del cultivo de Streptococcus mutans diluido. Los tubos fueron co-
locados en Jarra de Gaspack para incubarlos a 37 °C por 24 horas en microanaerobiosis'’. Se
utilizaron 32 repeticiones de Placas Petri con medio Agar Mueller Hinton mas 5% de sangre de
conejo por concentracion, en los cuales se coloco 0.1 mL de cada tubo procesado anteriormen-
te, dispersandolo con un asa de Drigalsky. Se dejé reposar por 10 minutos y luego se colocaron

IR AT RPEIPAN julio - diciembre 2014

I



Italo W. Cedamanos Gutiérrez, Elva M. Mejia Delgado

42

en Jarra Gaspack para incubarlos a 37 °C por
24 horas en microanaerobiosis, Posteriormen-
te, se conté las UFC, considerando:
- Sensibilidad o inhibiciéon: menor de
30 UFC.
- Resistencia o no inhibicion: mayor de
30 UFC.

» Para determinar la susceptibilidad bacteriana,
se utilizé el método de difusién con la técnica
de Kirby y Bauer mediante 32 discos de papel
filtro estériles de 6 mm de diametro por con-
centracion, considerando:

- Resistencia o no inhibicién: diametro
inferior a 8 mm el halo de inhibicién.

- Sensibilidad o inhibicion: diametro de 8 a
mas mm el halo de inhibicion.

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Como la medicina alopatica es cuantiosamente ia-
trogénica y por la reducida o inexistente accesibi-
lidad econémica a los medicamentos de sintesis,
aunada a paises en vias de desarrollo (Peru) que
no tienen una industria farmacéutica completa e in-
ternacional, el 80% de la poblaciéon mundial usa las
plantas medicinales’.

Al aplicar el test de normalidad en la concentracién
minima inhibitoria del aceite esencial, se determind
la utilizacion de Kruskal-Wallis (tabla 01), luego la
prueba de Duncan (tabla 02), resultando diferen-
cia significativa entre el grupo de concentraciones
de 25, 50, 75y 100% y el grupo de la concentra-
cion 0% y la bencilpenicilina procainica. En el pri-
mer grupo: 1) existe diversidad de componentes
como monoterpenos regulares™®, sesquiterpenos’,
lactonas sesquiterpénicas (escasa presencia en
aceites esenciales)>’, cromenos y benzofuranos®,
alcaloides no oxigenados®’, benzoquinonas y naf-
toquinonas’® que contribuyen en la actividad fren-
te a bacterias patégenas variadas’. Las de mayor
efecto antiséptico son las moléculas terpénicas que
poseen, conforme se mencionan, grupo fenol con
funcioén alcohol y funcion cetona®; 2) hay un efec-
to sinérgico antibacteriano entre las moléculas del
aceite y el alcohol porque son solubles mutuamen-
te'®y en el aceite esencial se encuentran moléculas
solidas cristalinas con enlace intermolecular débil,®
permitiendo formar derivados terpénicos alcoholi-
cos de comprobado efecto antibacteriano; a pesar
de que las concentraciones tienen menos alcohol
que la concentracion bactericida (60 a 90%)%. Ade-
mas, los datos obtenidos no son homogéneos por-
que los del grupo Estreptococcus mutans en culti-
vos liquidos tienen crecimiento granular como las
concentraciones diluidas preparadas?.

Tabla 01: Prueba de Kruskal-Wallis para numero de
unidades formadoras de colonias (UFC)

Chi-cuadrado 4348762
Grados de libertad (gl) 5
2.341E-08

Significancia (P)

LN T RPN julio - diciembre 2014

Tabla 02: Prueba de Duncan para la concentracion
minima inhibitoria (CMI)

Grupo de Investigacién N Grupo para Alla 0.05

Grapo 1 Grupo 2

T5% ap ]

100% 32 0

50% 32 015625

25% 32 046875

Peniciling (Gruoo Control) 32 400375

0% 32 53125

Al aplicar el test de normalidad en los datos del mé-
todo de la susceptibilidad bacteriana, se determiné
la utilizacion de la prueba ANOVA (tabla 03); luego
la prueba de Duncan (tabla 04), resultando mejor
inhibicion estadistica en la concentraciéon 75% (a
pesar que hubo resistencia bacteriana) que en el
grupo de concentraciones de 00, 25, 50 y 100%.
La razén es que a menor concentracion existe me-
nor numero de la fraccion de Hidrocarburos mono y
sesquiterpenos de baja utilidad industrial® que pue-
den unirse con las moléculas de alcohol'®, ocasio-
nando mayor sinergia en la concentracion al 75%
al tener mayor nimero de la fraccién de hidrocar-
buros mono y sesquiterpenos® (los sélidos molecu-
lares tienen un enlace intermolecular débil'®), capa-
ces de formar con el alcohol derivados terpénicos
alcohdlicos difundibles.

Tabla 03: Analisis de varianza para determinar el
efecto del aceite esencial sobre S. mutans medida
en diametro del halo de inhibicién (mm)

FUENTE DE Suma de Gradosde  (uadrado PrushaF Significancia
VARIMOOH cuadrados (50 libertad ol medio (CM) 1]
Concentraciones  3B320.176 5 TEEA05521 96850.226 0
Emor 14719 126 007913
Total JB334.9479 191

Tabla 04: Prueba de Duncan para susceptibilidad
(Diametro del Halo en mm ) en el aceite esencial

ET;TiE:cidn N Grupopara Alfa0.05
Gl G2 63

0% 32 6

0% 32 b

1005 32 [

25% i1 60M

715% 12 6375

Penicilina Grupo

Control 32 #

Grupos en la misma columna no difieren estadis-
ticamente.

El efecto inhibitorio de las concentraciones del
aceite esencial de Shinus molle L. “molle” sobre
el Streptococcus mutans ATCC 25175 es positivo
(cuadro 01), porque cada método demostro reac-
ciones quimicas y propiedades fisicas diferentes
que explican los resultados. Con el método de la
CMI, por ejemplo, hubo inhibicién: 1) en las con-
centraciones porque los compuestos antibacteria-
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nos tuvieron contacto directo con el Streptococcus mutans; 2) en las concentraciones 25, 50 y 75%
porque hay un efecto sinérgico antibacteriano entre las moléculas del aceite y alcohol al ser solubles
mutuamente'® y tener moléculas sélidas cristalinas con enlace intermolecular débil'® que permiten for-
mar derivados terpénicos alcohdlicos de comprobado efecto antibacteriano; a pesar que las concen-
traciones tienen menos alcohol que la concentracion bactericida (60 a 90%)%; 3) porque la cantidad
de aceite esencial en las concentraciones 25, 50, 75 y 100% presenta diversidad de componentes,
que contribuyen en la actividad frente a bacterias patégenas variadas’, siendo las de mayor efecto
antiséptico las moléculas que poseen, conforme se mencionan, grupo fenol con funcién alcohol y
funcion cetona6; 4) en la concentracion al 00% porque la concentracion del alcohol esta dentro de la
concentracion bactericida (60 a 90%)20. Ademas, con el método de la susceptibilidad bacteriana no
hubo inhibicién (cuadro 01) porque 1) a temperatura ambiente el aceite esencial del Shinus molle L.
es un liquido viscoso® y volatil6,”, y el alcohol es un liquido volatil, al mezclar las concentraciones usa-
das siguen siendo volatiles y viscosas, y al incubarlas a 37 °C la velocidad de volatilizacién aumenta
debido al incremento de la temperatura’, ocasionando que sus moléculas antibacterianas al estar
difundiéndose no tengan el tiempo suficiente para ser efectivas por el aumento de la temperatura.
Entre las moléculas volatiles tenemos los cromenos y benzofuranos?®, algunos derivados terpénicos®
y alcaloides no oxigenados liquidos a temperatura ambiente®”,benzoquinonas y naftoquinonas’®y el
alcohol. 2) El papel de filtro no actua unicamente como soporte para el disolvente, sino como agente
de separacion por adsorcion, puesto que retiene a unas sustancias mas que a otras; sumado a que
los procesos de adsorcién-desorcion y solubilidad diferencial tienen lugar de modo continuo mientras
la mezcla se desplaza a través del papel?'. 3) Las sustancias se retienen porque los sélidos molecu-
lares tienen un enlace intermolecular débil'®, como las lactonas sesquiterpénicas.

CUADRO 01: Determina el efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de
Shinus molle L. “molle” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

METODO
COMNCENTRACION MINIMA EFECTO
ACEITE ESENCIAL INHIBITORIA SUSCEPTIBILIDAD INHIBITORID

0% (alcohaol etilico 96 GL) Inhibicién Mo inhibicién Pasitiva
25% Inhibicidn Mo Inhibicidn Pasitive

50% Inhibicidn Mo inhibicidn -
Positivo

75% Inhibicidn Mo inhibicion -
Positive

10 Inhibici No inhibici

0% nhibicién o inhibicién Positive

Control: PEN Inhibyicidn Mo inhibicién .
Positivo

Fuente: Obtenido por el autor mediante examen microbiolégico e inferido
mediante pruebas estadisticas.

Finalmente, el siguiente estudio debera dedicarse a investigar el efecto inhibitorio in vitro de los ex-
tractos, aceite esencial y extracto etandlico del Shinus molle L. “molle” sobre el Streptococcus mutans
ATCC para determinar qué extracto tiene mejor efecto inhibitorio y continuar estudios fitoquimicos y
clinicos con el extracto.

IV. CONCLUSIONES

1. La menor concentracion inhibitoria in vitro del aceite esencial de Shinus molle L. “molle” sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175 es 25% al aplicar el método concentraciéon minima inhibitoria.

2. La susceptibilidad in vitro del Streptococcus mutans ATCC 25175 en aceite esencial de Shinus
molle L. “molle” es resistencia, al aplicar la técnica de Kirby y Bauer.

3. El aceite esencial de las hojas del Shinus molle L. tiene efecto inhibitorio in vitro sobre el Strep-
tococcus mutans ATCC 25175 y no hay diferencia significativa entre las concentraciones de 25,
50, 75y 100%.
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