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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue de tipo cuantitativo transversal con disefio
experimental. Se realiz6 con el propdsito de buscar alternativas de actividad
antibacteriana in vitro de Schinus molle (Molle) frente a Staphylococcus aureus, El aceite
esencial fue extraido de hojas frescas utilizando el método de hidrodestilacion, para la
recoleccién de datos se distribuyeron en grupos de 5 placas: negativo, estandar
farmacoldgico, Experimental N°1 (aceite esencial de S. molle al 50%), Experimental N°2
(aceite esencial de S. molle al 75%). En la tabla 01 se muestran los promedios por grupo
de experimentacion, se observé que el grupo blanco mostré halos de 6mm que
corresponde al diametro del disco es decir que no existio inhibicion bacteriana, este grupo
demuestra que el solvente DMSO a la concentracion utilizada no tiene actividad
antibacteriana frente a S. aureus. En el grupo 2 - estandar farmacolégico Doxiciclina en
sensidiscos (25ug/disco) los halos de inhibicion fueron en promedio de 28.3 £0.47 mm
valor gue se encuentra dentro de lo reportado por la Sociedad Espafiola de quimioterapia
para S. aureus. Los halos de inhibicion para los grupos experimentales N°1 (aceite
esencial de S. molle al 50%) fue en promedio 31.0 + 3.07 mm y el Experimental N°2
(aceite esencial de S. molle al 75%) fue de 25.1 + 0.98 mm en promedio. Se concluye que
el aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) posee actividad antibacteriana

in vitro frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Aceite esencial, Antibacteriano, Doxiciclina, Staphylococcus aureus,

Schinus molle L.,



ABSTRACT
The present research work was of a transverse quantitative type with experimental design.
The essential oil was extracted from fresh leaves using the hydrodistillation method, for
data collection were distributed in groups of 5 plates: negative, pharmacological standard,
Experimental N°1 (essential oil of S. molle at 50%), Experimental N°2 (essential oil of
S. molle at 75%). Table 01 shows the averages by experimental group, it was observed
that the white group showed halos of 6mm that corresponds to the diameter of the disc
i.e. there was no bacterial inhibition, this group shows that the DMSO solvent at the
concentration used has no antibacterial activity against S. aureus. In group 2 - standard
pharmacological Doxycycline in sensidiscs (25ug/disc) the halos of inhibition were in
average of 28.3 +0.47 mm value that is inside that reported by the Spanish Society of
chemotherapy for S. aureus. The halos of inhibition for the experimental groups N°1
(essential oil of S. molle to 50%) was in average 31.0 £ 3.07 mm and the Experimental
N°2 (essential oil of S. molle to 75%) was of 25.1 + 0.98 mm in average. It is concluded
that the essential oil of the leaves of Schinus molle L. (Molle) has antibacterial activity in

vitro against Staphylococcus aureus cultures.

Keywords: Essential oil, Antibacterial, Doxycycline, Staphylococcus aureus, Schinus
molle L.,

Vi
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INTRODUCCION:

Uno de los problemas mas frecuentes en la comunidad son las patologias en relacion con
las infecciones, siendo estas las responsables de la mayoria de internamientos
hospitalarios o del alargamiento de los periodos de permanencia por complicaciones,
pero esta situacién mejoro con la aparicion de los antibacterianos. Estos han colaborado
salvaguardando la salud y han contribuido con la medicina y las intervenciones
quirargicas aumentando las probabilidades de supervivencia frente a patologias
infecciosas 2.

En la actualidad, el problema de la resistencia a los medicamentos en patdgenos humanos
y animales plantea un grave desafio tanto para los paises desarrollados como para los
paises en desarrollo. El consumo de més de una tonelada diaria de antibioticos en algunos
paises europeos ha resultado en la resistencia de las poblaciones bacterianas, lo que causa
un grave problema de salud pablica y se convierte en una de las principales causas de

fracaso en el tratamiento de enfermedades infecciosas .

La aparicion de infecciones resistentes a los antibidticos continlda afectando a la atencién
médica global, mientras tanto, se ha producido una disminucién igualmente alarmante en la
investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos para hacer frente a la amenaza. Mientras
tanto, las bacterias continian haciéndose més resistentes, el suministro de antibidticos
continta disminuyendo y la mayoria de personas sigue sin darse cuenta de esta situacion
critica. El resultado de una vigilancia, prevencion y control insuficientes; actividades de
investigacion y desarrollo escasas; regulacion inadecuada de los antibiéticos en la agricultura
y, en particular, para los animales de alimentacion podria significar un retorno literal a la era
preantibidtica para muchos tipos de infecciones @,

El termino infeccion explica la presencia y proliferacion de microorganismos en el cuerpo

que pueden llevar a un estado patoldgico y es responsable de la aparicion de un cuadro



clinico que puede poner incluso en peligro la vida del paciente. Existe una necesidad
urgente de una correcta seleccidn y uso apropiado de medicamentos antimicrobianos en
los paises desarrollados como los que se encuentran en vias de desarrollo 23,

Las bacterias del género Staphylococcus son una causa prominente de infecciones agudas
y cronicas, Staphylococcus aureus es una bacteria que mediante lesiones cutaneas,
traumaticas o quirdrgicas estas se benefician para poder penetrar a la piel y tejido
profundos, produciendo supuraciones y abscesos. Por su amplia variabilidad pueden
producir diferentes enfermedades de amplio espectro como infecciones invasoras
complicadas como de la piel ¢49.

Staphylococcus aureus es un microorganismo patégeno en constante evolucion, su
patogenicidad se le debe a la rpida adaptacion al medio donde se establece, asi como a
su sobrevivencia a los antibacterianos. Puesto que las cepas de Staphylococcus aureus
continuamente colonizan la piel humana, son tratadas con todas las terapias de
antibioticos. La capacidad para establecer biopeliculas (biofilm) se ha relacionado con la
persistencia de las infecciones cronicas, las biopeliculas se pueden definir como
conjuntos sésiles de células adheridas a la superficie encapsuladas en una matriz
extracelular, y el tratamiento de las bacterias en este modo de crecimiento es desafiante
debido a la resistencia de las estructuras del biofilm tanto a los antimicrobianos como a

las defensas del huésped (®)

Aparecen entonces los microorganismos resistentes, las cuales son cepas de que se
pueden expandir muy rapidamente en la poblacion como una amenaza mundial los S.
aureus resistentes a la meticilina (MRSA), (que son los resistentes a los antibioticos de
primera linea como laampicilina y penicilina). Y los S .aureus resistentes a la vancomicina
(VRSA). En la cual los tratamientos para las infecciones por S. aureus se ven limitadas

por la resistencia maltiple que hay cada en dia ©.
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La busqueda de métodos naturales que son menos agresivos para los humanos ha
aumentado considerablemente en los Gltimos afios. Las plantas medicinales han sido un
importante recurso terapéutico desde los albores del tiempo. La medicina herbal esta
creciendo, especialmente en los ultimos afios, sin embargo, a pesar del aumento de los
estudios en esta area, los datos disponibles muestran que solo el 15 a 17% de las plantas

fueron estudiadas por su potencial medicinal @,

La Organizacion Mundial de la Salud ha recomendado la certificacion cientifica y el uso
popular de plantas medicinales en el tratamiento de varias enfermedades y como material
de partida para el descubrimiento de nuevos farmacos. Esto incluye el desarrollo de
drogas sintéticas y semisintéticas basadas en metabolitos de plantas, animales y

microorganismos que exhiben alguna actividad bioldgica ©®

La medicina natural es utilizada cominmente por su confiabilidad relacionada con el
empirismo, donde surgen consecuentemente los fitofarmacos, que son utilizados para
optimizar la calidad de vida del paciente a bajos costos en comparacion con los
medicamentos sintéticos, asi como su toxicidad que ejerce sobre el cuerpo humano al
administrarse, estos beneficios han captado la atencion de grandes centros de estudios e
investigacion de todo el mundo ©.

La continua investigacion de nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones
bacterianas, lleva a mirar a la botanica ya que gracias a la estructura quimica singular y
la actividad bioldgica diversa que caracteriza a los constituyentes de los productos
naturales, abre nuevos campos de exploracion en los aspectos quimico- farmacolégico,
farmacocinética y clinico ¢,

Las plantas medicinales han sido utilizadas por el hombre, siempre ha tratado de
encontrar su curacion en los recursos que le ofrece la naturaleza para el alivio o curacion

de enfermedades; por eso el uso de plantas medicinales procede de épocas muy remotas
3



en toda la historia de la humanidad, para ser usados como remedios curativos y asi

solucionar desordenes del organismo humano ®.

Cada dia son mas las personas interesadas en el abandono de los productos obtenidos a
través de la manipulacién quimica y buscan remedios Unicamente naturales. Esta
situacién ha surgido en parte debido al mayor contacto que tiene la poblacion con la
naturaleza de hecho que las plantas han sido en todas las épocas un patrimonio muy
importante utilizado por el hombre tanto a modo de alimento, como curativo o incluso se
le ha dado un uso cosmético. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo
las plantas utilizadas son el origen del crecimiento de la medicina actual, en regiones
agrestes o nativas constituyen el Unico recurso organizado ante la carencia de

establecimientos medicos y requerimiento economico para la compra de medicina actual

©)

Hoy en dia en muchos paises se ha incrementado las formas de curacion tradicional o
indigena que son arraigadas de sus culturas, por lo cual muchas personas en todo el mundo
la usan como alternativa terapéutica, segin la OMS existen 3 razones por la que se elige
dicha alternativa, la limitacion de la disponibilidad de los servicios de salud en paises en
vias de desarrollo, la influencia cultural de cada pais y la utilizacion de medicina natural
como terapia complementaria. La OMS destaca que, de los 119 farmacos derivados de

las plantas, alrededor de 74% se usan en la medicina moderna (),

Desde la época del Incanato hasta la actualidad en nuestro pais encontramos una riqueza
y mega diversidad de plantas nativas, siendo consideradas pilares de la etnofarmacologia
y la medicina tradicional; Asimismo cabe resaltar que también son utilizadas de una forma
empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracion de la salud. Dentro

de este contexto, encontramos a los aceites esenciales los cuales son productos naturales



de gran valor e importancia econdmica hoy en dia, utilizados como materias primas en

areas tales como: perfumeria, aromaterapia, fitoterapia, especias y nutricion ¢4,

La medicina natural es utilizada comunmente por su confiabilidad relacionada con el
empirismo, donde surgen consecuentemente los fitofarmacos, que son empleados para
mejorar la calidad de vida del paciente y a bajos costos en comparacién con los
medicamentos sintéticos, asi como su toxicidad que ejerce sobre el cuerpo humano al
administrarse, estos beneficios han captado la atencion de grandes universidades y centros

de investigacion de todo el mundo G4,

La resistencia bacteriana es de gran importancia mundial debido a que obtienen
rapidamente mutaciones frente a diferentes grupos de antibidticos y actualmente son
reportados varios brotes de S. aureus, esta bacteria es oportunista responsable de un
amplio espectro de enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos
hasta infecciones graves que amenazan con la vida, por lo que se busca de diferentes
maneras llegar a la resolucion del problema mediante el empleo de plantas que presenten
algun efecto inhibitorio u/o antibacteriano frente a este microorganismo, es por ello que
se plantea que el aceite esencial de molle presenta algin metabolito con actividad sobre

S. aureus ¥,

Los aceites esenciales son el producto final del metabolismo secundario de las plantas
aromaticas. Estan constituidos por terpenos con actividad y composicidn variada; después
de la extraccion generalmente son liquidos y rara vez solidos o pastosos ©. Por ello el
presente trabajo aporta informacidn necesaria con el fin de ayudar a conocer algunas de

las bondades de la flora de la riqueza de nuestro pais ¢,



El interés de esta investigacion yace en la potencial importancia comercial de compuestos
quimicos producidos por el molle, algunos de los cuales tienen actividad bioldgica y
posibles usos medicinales. Conocer su actividad antibacteriana contribuira al desarrollo
futuro de adecuados métodos para la obtencién de sustancias de interés. Actualmente en
el campo referente, de los cuales se obtiene un aceite alta calidad, siendo estos procesos
una via mas accesible para las personas interesadas en producir este tipo de aceites, debido

a su practicidad y a la carencia de equipos complicados y relativamente costosos ("9,

Por todo lo expuesto en la realidad problematica y no existiendo informacién sobre el
efecto antibacteriano del aceite esencial Schinus molle L. (Molle) frente a cultivos de

Staphylococcus aureus, se plantea la siguiente interrogante:

¢Presentara actividad antibacteriana in vitro el aceite esencial de las hojas de

Schinus molle L. (Molle) frente a cultivos de Staphylococcus aureus?



Los objetivos de la investigacion fueron:

Objetivo general:

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de

Schinus molle L. (Molle) frente a cultivos de Staphylococcus aureus

Obijetivos especificos:

1. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de
Schinus molle L. (Molle) a concentraciones de 50% y 75%.

2. Comparar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de
Schinus molle L. (Molle) a 50% y 75% frente a un medicamento estandar de

referencia (Doxiciclina).



1. REVISION DE LITERATURA:

2.1.Antecedentes

Al-Zubiri et Al., Yemen. 2017, en el trabajo sobre Las actividades antibacterianas,
antifingicas y antioxidantes del aceite esencial de diferentes plantas arométicas. Los
aceites esenciales obtenidos se cribaron contra dos bacterias gramnegativas, bacterias
gram-positivas, y contra tres especies de hongos (Aspergillus flavus, Fusarium
oxyporium, y Candida albicans). La mayoria de estos aceites han demostrado
importantes efectos antibacterianos y antiflngicos contra las cepas evaluadas. Algunos
son prometedores como fuentes de antioxidantes naturales y agentes antimicrobianos en
cosméticos y aplicaciones farmacéuticas ©.

Espinoza Pantigozo, I.. Trujillo. 2016, en su estudio sobre el efecto comparativo de aceite
esencial y extracto acuoso de hojas de Schinus molle L. “molle” sobre el crecimiento de
Botrytiscinerea. determino el efecto comparativo de aceite esencial y extracto acuoso de
hojas de Schinus molle “molle” sobre ¢l crecimiento de B. cinerea. Se recolectaron hojas
de S. molle. Se obtuvo el aceite esencial por el método de destilacion de arrastre por vapor
de agua, y el extracto acuoso al 10%; a partir de los cuales se aplicaron tratamientos al: 0

%, 3%, 7 %y 15 %, en medio agar papa dextrosa (APD) con cinco unidades muestrales

(10)

Los medios inoculados con B. cinerea por puncion central se colocaron a (23°C + 2°C),
posteriormente se evalud diariamente el halo de crecimiento micelial, y a los 10 dias el
efecto comparativo de aceite esencial y extracto acuoso de hojas de S. molle fue mayor
en el tratamiento del 15%, con un porcentaje de inhibicion mayor del 91.0% y menor del

71.0%, con promedios del diametro de crecimiento de 7.4 mm y 24.8 mm.Se concluye



que el aceite esencial de S. molle genera mayor efecto en comparacién al extracto acuoso

sobre el crecimiento de B. cinérea 19,

Rivadeneira Cajas Daysi, et Al. Ecuador — 2015,estudiaron el Aceite esencial de schinus
molle 1. (molle) como potencial antimicrobiano sobre streptococcusmutans como
sustancia natural comparada con el gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de
Streptococcusmutans (S. mutans) (ATCC 25175).Obtuvieron que, las concentraciones,
ademas del residuo del aceite de S. molle, provocaron efecto antimicrobiano frente a la
cepa de S. mutans (ATCC 25175), con valores de signicancia (p>0,05) y de la
comparacion, el gluconato de clorhexidina al 0,12% produjo mayor inhibicion, pero
disminuyo parcialmente su efecto a las 72 h, mientras que las concentraciones al 100 y
50% potencializaron su efecto en un 0,8% a las 72 h. Existio un potencial efecto
antimicrobiano del aceite esencial de S. molle sobre la cepa bacteriana y en cuanto al

gluconato de clorhexidina, fue cualitativamente similar al aceite %),

Rosario et al.,, Portugal. 2014, en el estudio sobre las Propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y toxicoldgicas de los aceites esenciales de Schinus molleL. Las
propiedades antimicrobianas se evaluaron mediante el método de difusién en disco de
agar y el ensayo de concentracion inhibidora minima. Los compuestos dominantes
encontrados en aceites esenciales de hojas y frutas (EO) fueron hidrocarburos
monoterpenos, a saber, a-felandreno, B-felandreno, B-mirceno, limoneno y a-pineno. Se
observé actividad antimicrobiana de EOs para Gram +, bacterias Gram-patogenas y
hongos que descomponen los alimentos. Los EO mostraron toxicidad para Artemia
salina y menor toxicidad en ratones suizos. El resultado mostrdé que los EO de hojas y

frutos de Schinus molle demostraron propiedades antioxidantes y antimicrobianas 2.



Cedamanos Gutiérrez et AL. Trujillo - 2014, efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial
de Shinus molle L. “molle” sobre el Streptococcusmutans ATCC 25175. Compararon el
efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de Shinus molle L. “molle” sobre
Streptococcusmutans ATCC 25175, Realizaron 32 repeticiones de prueba de sensibilidad
a antimicrobianos por dilucion (concentracion minima inhibitoria) y difusion
(susceptibilidad bacteriana) del aceite esencial a concentraciones 0, 25, 50, 75y 100%, y
al grupo control (Bencilpenicilina procainica 1000000 Ul). Obteniendo como resultados
que la concentracion minima inhibitoria fue 25% y sin diferencia significativa entre 25,
50, 75y 100%; no se observaron halos de inhibicién en la susceptibilidad bacteriana con
la técnica de Kirby y Bauer; las concentraciones tuvieron efecto inhibitorio positivo sobre
Streptococcusmutans. Concluyeron que la concentracion minima inhibitoria es 25%; con

la técnica de Kirby y Bauer. 9.

Martins Maria et Al. Portugal — 2014; en su estudio sobre las Propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y toxicoldgicas de los aceites esenciales de Schinus molle L. evalud las
actividades antioxidantes y antimicrobianas de los aceites esenciales de hojas y
frutas de Schinus molle, correlacionadas con su composicion quimica y evaluar su
toxicidad aguda. Las propiedades antimicrobianas se evaluaron mediante el método de
difusion en disco de agar y el ensayo de concentracion inhibidora minima. Los
compuestos dominantes encontrados en aceites esenciales de hojas y frutas (EO) fueron
hidrocarburos monoterpenos, a saber, a-felandreno, B-felandreno, 3-mirceno, limoneno y
a-pineno. Se observd actividad antimicrobiana de EOs para Gram +, bacterias Gram-
patégenas y hongos que descomponen los alimentos. El resultado mostr6é que los EO de
hojas y frutos de Schinus molle demostraron propiedades antioxidantes y

antimicrobianas, lo que sugiere su uso potencial en la industria alimentaria o farmacéutica

(14)
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2.2.Bases tedricas de la investigacion:
Fitoterapia:
La fitoterapia conlleva a recopilar datos historicos sobre los efectos curativos de

diversas plantas y conducirlas a investigaciones cientificas con el proposito de
establecer seguridad de acuerdo con la tecnologia para la busqueda de nuevos
principios activos, de acuerdo a ello se ha logrado seleccionar vegetales con
especificas acciones curativas, descartando diversas plantas que llegarian a ser
toxicas, la cual muchas de ellas solo se han basado en creencias tanto en su efecto
terapéutico como también en efectos no terapeuticos , debido a que se
desconocen los componentes de cada especie vegetal como los procesos
bioquimicos que se producen en organismo al consumirlos @,

Plantas medicinales:

Las plantas medicinales, son aquellos que en una o diferentes partes de la misma
es compuestos activos llamados “principios activos”, componente que por
procesos diversos presenta actividad farmacologica, y que mediante diferentes

procesos se obtiene formas galénicas para ser administradas a la poblacion ®.
Principio activo:

Es aquel componente o sustancia quimica, ya sea de origen natural o sintético, con
propiedades para ejercer una actividad farmacoldgica. Pueden ser administrados
seglin dosis, concentraciones para alguna patologia especifica 9.

Extracto vegetal:

Un extracto vegetal, es un concentrado de origen natural, adquiridos por
tratamiento apropiados de una planta para asegurar la estabilidad de sus

componentes de interés 19,
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias volatiles que usualmente tienen olores
agradables y se encuentran en practicamente todos los tejidos vivos de las plantas
y generalmente se extraen por hidrodestilacion. Estos aceites juegan un papel
importante en la proteccién contra los microorganismos y estan sujetos a la
supervivencia de las plantas debido a sus diferentes funciones. Los estudios
estiman que aproximadamente el 60% de la OE tiene actividad antiflngica y el
35% tiene actividad antibacteriana y son activos contra virus y protozoos.
Consisten en una mezcla de hidrocarburos (terpenos) y compuestos oxigenados
derivados de una unidad isopénica, que a su vez se origina a partir de acido

mevaldnico o fenilpropanoides, derivados del acido shikimico *?).
Schinus molle L.

Descripcion Botanica:

Es un arbol que mide entre 10 y 12 m. de alto. El tronco tiene un didmetro de
1.5 m. en la base, y es muy ramificado en la parte superior. Su corteza es de
color café claro, ligeramente grisaceo, y su textura es un tanto aspera y
agrietada. El follaje es perenne, denso y tiene ramas colgantes. Las hojas son
compuestas, lanceoladas, de margenes lisos o aserrados, muy aromaticas y
miden de 1,5 a 4 cm de largo. Sus flores son pequefias, hermafroditas o
unisexuales, y estan dispuestas en paniculas alargadas. Los frutos tienen un
color rojizo muy llamativo, estan agrupados en racimos, poseen un
mesocarpio de sabor dulce y contienen con una semilla. Las semillas poseen
un color negruzco, de textura rugosa, forma redondeada y su tamafio varia

entre los 3 y 5 mm de diametro @)
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Taxonomia 4

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus
Especie: molle

Habitat:

Arbol originario de Peru. A finales del siglo XVII, se introdujo en California.
Debido a la descripcion realizada por botanicos de aquel siglo; se cree que
llego simultdneamente a Europa. En la actualidad existe en todo el tropico, en
el Mediterraneo, Africa y la India. Molle, es un arbol llorén, perennifolio y de
rapido crecimiento , se encuentra en estado natural en los Andes entre 1.500 y
2.000 m de altitud; en Mexico, Chile, el sureste del Brasil, Uruguay, Ecuador

y Colombia se cultiva como ornamental 4,

Composicién quimica:

Contienen flavonoides como: quercetina, rutina, quercetina e isoquercetina,
triterpenos, antocianidinas, [B- sitosterol, taninos, &cido galico, é&cido
protocatéquico, glucosa, fructosa, aceites esenciales (0,5%). Acido linolénico,
linoleico, lignocérico, y estearico. En la Corteza y semillas encontramos acido
estearico. En los frutos se encuentran aceites esenciales (2,4%); a-
bergamontranseno, bourboneno, o y 6- canadineno, o y o6- calacoreno,
calameneno, canfeno, carvacrol, B- cariofileno, y-copaenocroweacina, 7y-
cubebeno, p-cimeno, butirato de geraniol, hexanoato de nerol, o y B-
felandreno, o y B-pineno, o —terpineol, y-terpineno, o y y-muroleno, etc.
Ademas: cianidina-3-galactdsido, cianidina-3-rutindsido y peonidina-3-

glucésido 1®
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El aceite esencial de molle contiene principios activos como: 1)
monoterpenos, 2) triterpenos, 3) sesquiterpenos, 4) lipidos, 5) enzimas, 6)
alcaloide, 7) flavonoides, 8) tanino, 9) “sustancia Shinus molle L.” con
C24H4802 como férmula globall , 10) beta-sistosterol2 , 10) productos de
terpenos y 11) &cidos grasos3 . Para utilizarlos se recurre frecuentemente a
extractarlo como aceite esencial (Gonzales, 2004). En el aceite esencial del
Schinus molle L. se encontraron compuestos mayoritarios en monoterpenos
(90,2%) [a-felandreno (33,5%), B-mirceno (25,7%), silvestreno (23,5%), p-
cimeno (4,8%) y a-pineno (2,7%) 4.

Propiedades Medicinales

Se ha utilizado en la medicina popular como antibacteriano, antiviral, topico
antiséptico, antimicdtico, antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral vy
antiespasmaodico y analgésico; ademas se le asigna actividad antimicrobiana en
Gram-positivos y antiinflamatorios al inhibir la enzima fosfolipasa A , Sin embargo,
hay pocos estudios de las propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas de los

aceites esenciales de Schinus molle @3,

Staphylococcus aureus

Es un patégeno bacteriano en todas partes y son los responsables principales
de causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. La epidemiologia de
infecciones esta influenciada por aparicion rapida y generalizada de resistente
a la meticilina multiresistente S.aureus.(MRSA).ST239-MRSA-SCC mec
tipo 111 se considera que es una cepa epidémica de MRSA hospital asociado

y es frecuente en todo el mundo. S. aureus T0131 tension ¢,
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Etiopatogenia

S. aureus es un patdgeno pidgeno conocido por su capacidad de formar
abscesos en los focos de infeccion tanto locales como metastasicos. Esta
respuesta patolégica clésica a S. aureus define el marco dentro del que
evolucionard la infeccion. Las bacterias de este tipo desencadenan una
reaccion inflamatoria que se caracteriza al principio por una respuesta intensa
de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y una infiltracion ulterior de

macrdfagos y fibroblastos. Si la respuesta celular del hospedador ¢,

Mecanismos de Virulencia:

Infecciones Por Invasion: Este tipo de infecciones puede estar producido
tanto por cepas de S. aureus residentes como no residentes. Por otro, la
adherencia a piel traumatizada o pequefias disrupciones de piel, asi como
también a objetos extrafios y estructuras subendoteliales. Esta adherencia
envuelve muchas proteinas de la matriz extracelular como fibronectina,
fibrindgeno, elastina, colageno y otras. Estas proteinas interaccionan con
diferentes receptores de S. aureus, antes mencionados. Por ultimo, la
adherencia de S. aureus a las células endoteliales durante los eventos de sepsis
es un proceso complejo donde estan involucradas la fibronectina, el

fibrindgeno y la laminina 9.

Infecciones por accion de toxinas: Estas infecciones estan causadas por la
liberacién al medio de sustancias toxicas, que pueden ejercer su accion a cierta

distancia del foco infeccioso (9,
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Infeccion Bacteriana

Las enfermedades causadas por bacterias producen una infeccion, a menudo estos
organismos no son visibles a simple vista. Sin embargo, pueden hacer dafio en el
organismo humano. Son las infecciones y enfermedades causadas por bacterias.
Estos microorganismos a menudo no son visibles a simple vista. Sin embargo,

pueden causar dafios en el cuerpo 9,
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I11.  HIPOTESIS:
3.1. Hipotesis Alternativa:

e El aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) presenta actividad
antibacteriana in vitro frente a cultivos de Staphylococcus aureus

3.2. Hipotesis Nula:

o El aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) presenta actividad

antibacteriana in vitro frente a cultivos de Staphylococcus aureus
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IV. METODOLOGIA

El trabajo de investigacion fue de tipo EXPERIMENTAL de enfoque

CUANTITATIVO, TRANSVERSAL

4.1.Disefio de la investigacion

Se utilizaron 20 placas con cultivo de S. aureusCepa ATCC25923, la cual rejuvenecio
en un medio de cultivo Agar Muller-Hinton y el tiempo de incubacion fue de 24h a
una temperatura de 37°C y los grupos fueron los siguientes:

Control negativo:

05 placas de cultivos de S. aureus Cepa ATCC25923 con 4 discos/placa conteniendo
el solvente de dilucion del aceite esencial (dimetilsulfoxido - DMSO al 0.5%)
Control estandar farmacologico:

05 placas de cultivos de S. aureus CepaATCC25923 con 4 discos/placa conteniendo

sensidiscos de doxiciclina (25ug/disco)

Control experimental N°1:
05 placas de cultivos de S. aureus Cepa ATCC25923 con 4 discos/placa conteniendo
el solvente de dilucion del aceite esencial de Schinus molle (Molle) al 50%

(dimetilsulfoxido - DMSO al 0.5% + aceite esencial).

Control experimental N°2:
05 placas de cultivos de S. aureus con 4 discos/placa conteniendo el solvente de
dilucion del aceite esencial de Schinus molle (Molle) al 75% (dimetilsulféxido -

DMSO al 0.5% + aceite esencial).
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4.2. Poblacién y Muestra:
Poblacion:
Estuvo conformado por las plantas de Schinus molle (Molle) de crecimiento en
la provincia de Trujillo, departamento de La Libertad.

Muestra:

Conformado por las hojas de Schinus molle (Molle) recolectada en la ciudad de
Trujillo, departamento La Libertad. se procedi6 a su lavado para su posterior

hidrodestilacion.

Material biologico:

Los cultivos de Staphylococcus aureus fueron aislados en medios selectivos en

el laboratorio de microbiologia ULADECH, posteriormente se rejuvenecio en el

medio de cultivo Agar Muller-Hinton.

4.3.Definicidn y operacionalizacion de variables e indicadores.

Variable Definicion conceptual Definicion Operacional | Indicadores | Escala de
medicion
Independient | Es el conjunto de | Se obtiene por | % V/V de | Cualitativa
e: compuestos quimicos de | hidrodestilacion de las | aceite nominal
Concentracién | caracteristicas lipidicas que | hojas en Equipo | esencial
del Aceite | le confiere el aroma a la | Clevenger 12, disuelto en
esencial  de | planta®¥, DMSO 0.5%
Schinus molle 50%
(Molle) 75%
Dependiente: | Es el efecto logrado al | Se calcula a partir de la | RESISTENT | cuantitativa
Efecto inhibir el crecimiento de | medida de los halos de | E
] ] una determinada colonia de | inhibicion del
Antibacteriano bacterias por inhibicién o | crecimiento  bacteriano <23mm
por destruccion de las | alrededor de los discos | SENSIBLE
mismas ©, conteniendo el aceite ©
23 —-29 mm
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Preparacion del aceite esencial de las hojas Schinus molle (Molle)

Para obtencion del aceite esencial de Schinus molle (Molle), primero se deshojo,
luego se pesd 3000g, seguidamente se lavo. Esto se realizé por hidrodestilacion
en Clevenger que es una técnica de destilacion directa, para lo cual se utilizd las
hojas frescas 2.

Se agreg6 en un matraz la muestra vegetal fresca partida en trozos pequefios, se
afiadié agua destilada hasta la mitad del matraz y se coloco el balén sobre la manta
de ebullicion. Se monté el matraz en su canastilla de calentamiento y se sostuvo
con unas pinzas; se coloco cuidadosamente la trampa de Clevenger, se sostuvo
con otras pinzas la boca que lleva el refrigerante ¢,

Se anexd las mangueras al refrigerante, se conecté la canastilla al redstato y se
comenzé a calentar cuidadosamente hasta la ebullicidn, hasta precisar un reflujo
adecuado. El aceite fue separando en la bureta de la trampa y se suspendio el
reflujo cuando se obtuvo la cantidad suficiente y recogio el aceite en un matraz,
se almacend en un frasco ambar a una temperatura de 4°C ),

Los extractos fueron diluidos utilizando como solvente DMSO al 0.5% El tiempo
de incubacidn fue de 24h a una temperatura de 37°C, después de la incubacion y
observacion del crecimiento de la cepa, se trasladé utilizando un bucle estéril, y
se tomo una parte de las colonias cultivadas a un tubo de ensayo que contendra
500 pl de la solucion salina fisiologica ¢4,

Se preparara la solucion de Mc Farland, con densidad celular de 1 -5 x108 UFC
/ml. Seguidamente, se coloco de 2 a 3 colonias de Staphylococcus aureus en suero
fisiologico previamente esterilizado para determinar el grado de turbidez segun la

escala de 0.5 Mc Farland 4,
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METODO DE DIFUSION DE DISCOS

El método més comdn en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el
ensayo Kirby — Bauer. Los discos empleados son impregnados del aceite esencial
de Schinus molle en diferentes concentraciones para colocarlas en cada placa a
una distancia establecida. Al ser sometidos a un grado de incubacién de 37°C en
24 h. Para la bacteria S. aureus, el extracto difunde radialmente desde el disco a
través del agar, la cual la concentracion disminuye al extenderse y alejarse desde

el punto de disco @2,

Llega a un punto en que el extracto con actividad antibacteriana no ejerce dicho
efecto frente a la cepa. Al medir el diametro del area de inhibicion alrededor del
disco, este puede clasificarse en diferentes categorias de sensible o resistente (S

o R) 1729,

Preparacion del medio de cultivo:

Para el cultivo de bacterias, el medio adecuado para su crecimiento es el agar
Mueller Hinton. La composicion del medio de cultivo, es Agar 2.0 g de extracto
de carne, 17.5 g de hidrolizado de caseina, 1.5 g de almidén, 17.0 g de agar

disueltos en 1 litro de agua destilada con un pH ajustado a 7.3 + 0.1 a 25°C @2,

Preparacion del inoculo para S. aureus:

Se prepara transfiriendo colonias, tocando la parte superior de cada una con asa
bacteriologia en el cultivo se toca 4 - 5 colonias >1mm con un tiempo de

incubacion de 24 h. No se puede utilizar cultivos de mas de 24h. Para el
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rejuvenecimiento de la bacteria se realiza en un medio de cultivo de agar
Tripticasa Soya (Agar TSA). Incubar este cultivo de 35°C - 37°C. Se diluye el
cultivo al suspender en un tubo con solucién salina estéril o caldo estéril, para
obtener una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland. Se agita,
y se ajusta a una densidad Optica de 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad
necesaria de la solucién salina. En la cual esta solucion tiene una concentracion

de 1x108 - 5x108 UFC/ml 2,

Siembra de la muestra;

Utilizamos un asa bacteriologica o un hisopo estéril, luego sumergimos en la

solucion preparada para tomar la bacteria.

Colocamos el aplicador por encima del nivel del contenido o la muestra del tubo

y se gira por las paredes del mismo para remover el exceso del inoculo.

En la superficie de la placa con el medio de cultivo, se siembra el inoculo de

manera uniforme. La siembra se hace en 3 direcciones evitando el exceso.

Dejar la placa tapada entre 5 a 10 minutos para que la superficie del medio se
seque. Después del sembrado de la bacteria en estudio, se coloca los discos en la
superficie del agar dentro de la placa usando pinzas estériles, presionar los discos
suavemente sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el
contacto sea uniforme. En la superficie de la placa se coloca 4 discos en la periferia
y 1 en el centro, con una medida de 2cm de distancia entre disco y disco, para

evitar que el halo de inhibicion quede sobrepuesto. Incubacién de las placas con
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el sembrado inmediatamente a una temperatura 35°C — 37°C. Se realizd la lectura

de los halos de inhibicion después de 24 horas.

4.5. Plan de Anélisis

Los resultados son sometidos a la prueba de ANOVA para variables cuantitativas, a un

95% de confianza (0< 0.05) y un error del 5%. Se utilizara el Paquete estadistico SPSS v

22.1. @),
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4.6.Matriz de Consistencia.

Titulo De La Formulacié Objetivos Hipotesis Tipo de Variables Definicion Indicadores y Plan de anélisis
Investigacion n Del Investigacion y operacional Escala de
Problema disefio Medicion
ACTIVIDAD  (Cuélesla Objetivo general: Independiente  Se obtiene por Cualitativa Los resultados son
ANTIBACTE  actividad Hipotesis Alternativa: _ : hidrodestilacion  nominal sometidos a la prueba
RIANA  IN  antibacteri gyaluar l1a actividad El  trabajo de congentracion  de las hojas en . de  ANOVA para
VITRO DEL anain antibacteriana in vitro El aceite esencial de lag  Investigacion fuede — gey aceite Equipo Tratamientos  yariables
ACEITE vitrodel o aceite esencial de Noias de Schinus molle PO esencial de Clevenger @, 50% Vv cuantitativas, a un
ESENCIAL  aceite las hojas de Schinus L. (Molle) ~presenta  SXPERIMERIAL = schinus molle S 95% de confianza (o<
DE LAS esencialde oj1e L. (Molle) frente actividad antibacteriana %€ ANTITA?'PIS/que (Molle) 0.05) y un error del
HOJAS  DE las hojas a cultivos  de invitro frentea cultivos cu 0, Control 5%. Se utilizara el
Schinus molle de Staphylococcus aureus  9€ Staphylococcus | RANSVERSAL DMSO 0.5% Paquete estadistico
L. (MOLLE) Schinus aureus SPSS v 22.1. @2,
FRENTE A molleL. Objetivos especificos: P _
CULTIVOS (Molle) Hipdtesis Nula:
DE frente a Evaluar la actividad : : )
Staphylococcus  cultivos de  antibacteriana in vitro El aceite esencial de las Dependiente:  ge calcula a  cyantitativa
: ; hojas de Schinus molle Efecto .
aureus. Staphyloco  del aceite esencial de L. (Molle) presenta partir de la
i i L . ; . . i De Raz6n
ccus las hojas de Schinus actividad antibacteriana Antibacteriano medida de los
aureus? molle L. (Molle) a . . halos de .
: in vitro frente a cultivos A Medida del
concentraciones de de Staphvlococcus inhibicion  del hal q
50% y 75%. phy crecimiento nalo ~~~de
aureus bacteriano inhibicién en
Comparar la actividad alrededor de los  (MM).
antibacteriana in vitro discos Resistente
del aceite esencial de conteniendo el
las hojas de Schinus aceite @ <23mm
molle L. (Molle) a )
50% y 75% frente a un Sensible
medicamento estandar
(Doxiciclina). 23 —29 mm
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4.7.Principios Eticos.

El estudio se llevé a cabo siguiendo los principios manifestados en el codigo de ética
para la investigacion de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote
(ULADECH).

Beneficencia y no maleficencia. - En ese sentido, la conducta del investigador debe
responder a las siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los posibles
efectos adversos y maximizar los beneficios. @

Justicia. - El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas. Se reconoce que
la equidad y la justicia otorgan a todas las personas que participan en la investigacion
derecho a acceder a sus resultados. El investigador estd también obligado a tratar
equitativamente a quienes participan en los procesos, procedimientos y servicios
asociados a la investigacion @

Integridad cientifica. - La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad cientifica
de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza y a su
ejercicio profesional. La integridad del investigador resulta especialmente relevante
cuando, en funcion de las normas deontoldgicas de su profesion, se evalian y declaran
dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan en una
investigacion. Asimismo, debera mantenerse la integridad cientifica al declarar los
conflictos de interés que pudieran afectar el curso de un estudio o la comunicacion de

sus resultados. ¢°
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V. RESULTADOS:

5.1.Resultados:

Tabla 1: Actividad bacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de Schinus molle

L. (Molle) frente a cultivos de Staphylococcus aureus a 24 horas

GRUPOS Halos De Significancia
Inhibicién en P
mm. ANOVA T- STUDENT
X + DS
0.000**
Blanco (DMSO 6.0+0.1
al 0.5%)
Estandar
(Doxiciclina) 28.3 £0.47
A.E Schinus
molle L. al 50% 25.1+£0.98 0.024*
A.E Schinus 0.042% 0.031*
molle L. al 75% 31.0 + 3.07 .04 .031

**ANOVA (P<0.05) * T — STUDENT (P<0.05)

Leyenda:
X: promedio
D.S.: desviacion estandar

A.E: Aceite Esencial
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5.2.Andlisis de resultados:

En la tabla 01 se muestra los promedios y las desviaciones estandar por grupo, se
observa que el grupo blanco muestra un halo de 6mm que corresponde al didmetro
del disco es decir se considera que no existié inhibicion bacteriana, este grupo sirvio
para demostrar que el solvente del aceite esencial no tiene actividad antibacteriana
frente a S. aureus. En el grupo 2 que corresponde al estandar farmacoldgico
Doxiciclina en sensidiscos (25ug/disco) los halos de inhibicion muestran un
promedio de 28.3 £0.47 mm en el halo de inhibicion valor que se encuentra dentro
de lo reportado por la Sociedad Espafola de quimioterapia para las bacterias de
interés clinico ®®. En el caso de los halos de inhibicion reportados para los grupos
Exp01 (Schinus molle L.50%) y Exp 02 (Schinus molle L. 75%) los promedios de
halos de inhibicion son de 31.0 + 3.07 mmy 25.1 =+ 0.98 mm respectivamente
valores que se encuentran dentro del rango establecido como sensible en
comparacion con Doxiciclina segun el INS para esta bacteria ??. La prueba
ANOVA para comparar los grupos nos muestra un nivel de significancia de 0.000,
es decir el aceite esencial de Schinus molle L. presenta actividad antibacteriana
frente a cultivos de S. aureus

La presencia de derivados sesquiterpénicos en la mayoria de aceites esenciales les
confiere una alta capacidad de destruccion de la pared bacteriana especialmente en
bacterias grampositivo ¥

Se muestra también la comparacién con la prueba T — Student; a las 24 horas se

aprecia que el valor de p < 0.05 para todas las comparaciones donde el aceite
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esencial de Schinus molle L. al 75% es el que presenta la actividad antibacteriana
mas relevante, lo mismo ocurre en el grupo Exp01 Schinus molle L. al 50%, ademés
se aprecia que el Estandar Doxiciclina es superior en efecto que el aceite esencial
de S. molle al 50% (p=0.024), sin embargo, comparado con el aceite esencial de S.
molle al 75% este Ultimo mostrd valores mas elevados (p=0.042)

Las investigaciones de Azuero et Al. demuestra la actividad antimicrobiana de los
flavoniodes, triterpenoides y compestos fendlicos presentes en esta planta ademas
que segun Hoffman et al. los alcaloides, los sesquiterpenos y las quinonas

encontradas serian los responsables de inhibicién en crecimiento @4,

28



VI. CONCLUSIONES:

e EIl aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) posee actividad
antibacteriana in vitro frente a cultivos de Staphylococcus aureus

e Elaceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) a concentracion del 75%
presentd mayores halos de inhibicion que la concentracion al 50%.

e El aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. (Molle) a 75% posee un mayor

halo de inhibicion frente a un medicamento estandar (Doxiciclina).

RECOMENDACIONES.

e En larealizacion de trabajos de investigacion relacionada a las plantas medicinales,
se debe considerar los beneficios ya conocidos empiricamente por personas, lo cual
seria confirmado o descartado con estas investigaciones.

e Solicitar y brindar los medios, estrategias y herramientas necesarias para el analisis

de resultados e interpretacion de los mismos.
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VIIl. ANEXOS:

TABLA 02:
PRUEBA DE CHAPIRO — WILKS PARA DETERMINAR LA
NORMALIDAD DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.

H24 .872 20 .130

A Correccidn de la significacion de Lilliefors

FUENTE: SOFTWARE ESTADISTICO IBM SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION
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Figura 01:

Determinacion taxondmica de la planta Schinus molle, realizada en el Herbarium

Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador
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Figura 02:

Preparacion de hojas para la extraccion del aceite esencial por Hidrodestilacion

Biice. - e— = -
Fuente: Captura fotogréafica realizada por el investigador
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Figura 03:

Extraccion de Aceites esenciales de la Planta Schinus molle realizada por
hidrodestilacion mediante el equipo de Clevenger.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador
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Figura 04:

Preparacion de materiales para realizacion de sembrados de cepas de S. AUREUS.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador

Figura 05:

Cultivo de S. aureus utilizada

Fuente: Captura fotogréfica realizada por el investigador
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Figura 06:

Siembra de la muestra de S. aureus y aplicacién de discos del farmaco doxiciclina.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador

Figura 07:

Preparacion del aceite esencial Schinus molle en porcentajes de 50 y 75%.

Fuente: Captura fotogréafica realizada por el investigador
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Figura 08:

Se pondrén a incubar las placas con el sembrado inmediatamente a una temperatura
35°C — 37°C.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador

Figura 09:

Se realizé la medicion de los halos formados por el grupo estandar y el aceite esencial al
50 y 75%.

Fuente: Captura fotogréafica realizada por el investigador
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Figura 10:

Se realizo la lectura y medida de los halos de inhibicion de cada una de las placas.

Fuente: Captura fotografica realizada por el investigador
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