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Resumen

Objetivo: Elucidar la composicién quimica del aceite esencial de Erythroxylum coca Lam. var. “‘coca
Huénuco” y determinar su actividad antioxidante y antibacteriana in vitro, frente a Streptoccocus mu-
tans ATCC 35668y el disefio de una formulacién farmacéutica. Disefio: Estudio experimental, analitico,
longitudinal y prospectivo. Lugar: tres institutos y un centro de investigacion de la UNMSM. Material
bioldgico: Hojas de coca y la bacteria cariogénica. Métodos: andlisis preliminary elucidacion estructural
por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM). La actividad antioxidante in vitro se
realiz6 por DPPH, CDP y captacién del radical anién superéxido. La actividad antibacteriana in vitro
se efectud por el método de microdilusién colorimétrico y difusién en agar. Se elabord pastas dentifricas
que contienen los aceites esenciales de coca, menta y orégano al 1%. Resultados: El analisis de CG/EM
identificd los siguientes componentes quimicos: B-pineno, B-mirceno, acido estearico, neroridol, fitol,
acido metil éster 7, 10, 13 hexadecatrienoico y nonacosano. Los fitocompuestos del aceite demostraron
capacidad antioxidante. Conclusiones: El aceite esencial expresé capacidad antioxidante que participa-
rfa en los sistemas de redox bioldgicos y una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 0,625uL/mL
contra Streptoccocus mutans ATCC 35668 y expresando halo de inhibicién de 37 mm y 38 mm en las
pastas dentifricas.

Palabras clave: Erythroxylum coca Lam, antioxidante, antibacteriano, Streptoccocus mutans ATCC
35668, pasta dentifrica.

Abstract

Objective: To elucidate the composition chemistry of essential oil of Erythroxylum coca Lam.var. “*Coca
Huanuco” and determine their in vitro antioxidant and antibacterial activity against Streptoccocus mu-
tans ATCC 35668 and the design of a pharmaceutical formulation. Design: Experimental, analytical,
longitudinal and prospective study. Place: Three institutes and a research centre of San Marcos Uni-
versity. Biological material: coca leaves and cariogenic bacteria. Methods: preliminary analysis and
structural elucidation by chromatography of Gases/spectrometry (GC/MS). In vitro antioxidant activity
was carried out by DPPH, CDP and uptake of the superoxide anion radical. Antibacterial activity in
vitro was made by the method of microdilusion colorimetric and diffusion in agar. Developed toothpastes
containing essential oils of coca, mint and oregano to 1%. Results: The GC/MS analysis, identified the
following chemicals: B-pinene, B-myrcene, stearic acid, neroridol, Phytol, acid methyl ester 7, 10, 13
hexadecatrienoico and nonacosano. The fitocompuestos of oil showed antioxidant capacity. Conclusions:
The essential oil expressed antioxidant capacity that would participate in biological redox systems and
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 0,625uL/mL against Streptoccocus mutans ATCC 35668
and expressing inhibition zone of 37mm and 38mm intoothpastes.

Key Words: Erythroxylum coca Lam, antioxidant, antibacterial, Streptoccocus mutans ATCC 35668,
toothpaste.
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Introduccion

El Perl posee una flora autéctona que ha llega-
do a trascender a nivel mundial desde el punto
de vista social, econdmico, cientifico y cultural.
Una de ellas la constituye la coca. Erythroxylum
coca Lam. Var. Coca “Coca Huanuco”, de la fa-
milia Erythroxylaceae es una planta cultivada y
conocida por el contenido de su principal meta-
bolito secundario el alcaloide cocaina. La planta
de coca es de hoja perenne, originaria de Améri-
ca del Sur, sobre todo de Perd, Bolivia, Brasil y
Colombia. EIl género Erythroxylum esta formado
por unas 250 especies que proliferan en la zona
tropical, sobre todo en el continente americano.
Solo dos especies de este género son cultivadas
y estan relacionadas entre si; Erythroxylum no-
vogranatense (Morris) Var. Truxillense que se
cultiva en la costa desértica del norte del Per( y
Erythroxylum coca Lam. Var. Coca “‘coca Hua-
nuco’ cultivada principalmente en los departa-
mentos de Huanuco y Cuscol5, 2.

La investigacion de esta especie nativa radica en
el uso que tiene en la medicina tradicional por su
efecto antibacteriano de la cavidad bucal, atri-
buido a su aceite esencial y del que no se tiene
mayor informacion en la literatura cientifica. La
cavidad bucal alberga innumerables microorga-
nismos en un ecosistema de complejidad que to-
davia no ha sido investigado en su totalidad, sien-
do la flora bucal una entidad dinamica afectada
por numerosos cambios de los dientes tempora-
les y posteriormente los dientes permanentes, la
cavidad bucal estd sujeta al crecimiento y de-
sarrollo de Streptococcus mutans, bacteria que
se encuentra normalmente en la cavidad bucal
formando parte de la placa dental. Esta bacteria
Gram-positiva estd implicada como el principal
agente etioldgico de la caries dental.

El aceite esencial de la hoja de esta especie con-
tiene una mezcla de sustancias organicas consti-
tuidas por terpenos, sesquiterpenos y compuestos
aromaticos que se obtienen por destilacion con
arrastre de vapor de agua. Este aceite tiene un
agradable olor debido a su contenido de acidos
grasos volatiles que son usados como saborizan-
tes en la industria de bebidas gaseosas. La carac-
terizacion quimica de este aceite se realiza a tra-
vés de una técnica combinada de cromatografias
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de gases y espectrometria de masas que permiten
separar e identificar su composicion quimicall.

El estudio realizado halla su justificacion en la
composicién quimica del aceite y su uso a través
de una pasta dentifrica como descontaminante
bacteriano y de medida preventiva en el control
de enfermedades que afectan la cavidad bucal,
presentandose como una alternativa de origen
natural contra agentes quimicos de naturaleza
sintética; como el triclosan y la clorhexidina, uti-
lizados como antisépticos bucales.

Los objetivos del estudio fueron determinar la
composicién quimica del aceite y actividad an-
tioxidante, evaluar la actividad antibacteriana
frente a Streptococcus mutans ATCC 35668 y
disefar una formulaciéon farmacéutica de pasta
dentifrica suplementada con aceites esenciales de
orégano y menta.

Métodos

La investigacion realizada es de tipo experimen-
tal, analitica, longitudinal y prospectiva.

La muestra fue colectada en el valle tropical de
la zona occidental de los Andes en ceja de selva
del departamento de Huanuco, Perl, entre 1000
y 2000 msnm, a una temperatura media entre 20
y 22 °C. Su cultivo se da en suelo poco profun-
do y pedregoso. Su clasificacién taxondémica fue
realizada en el Museo de Historia Natural de La
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El
aceite de las hojas Erythroxylum coca Lam. Var.
Coca “‘coca Huanuco”, se obtuvo tratando 20 kg
de hojas secas en un sistema de destilaciéon por
arrastre con vapor de agua. El rendimiento de
aceite esencial fue de 0.025% V/P, efectuandose
el analisis preliminar y fisicoquimico: aceite de
color amarillo, aromatico y picante; pH 6.7, mis-
cible en metanol, etanol, n-hexano y éter etilico
e inmiscible en agua. Present6 una gravedad es-
pecifica de 0.923 g/mL a 21°C. La composicion
quimica del aceite se realizé por Cromatografia
de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM)3.
La evaluacién de la actividad antioxidante se
efectud por los métodos de captacion del radi-
cal 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), radical libre
anion superdxido y descomposicion del perdxido
de hidrégeno (CDP)9, 12. La determinacion de la
actividad antibacteriana in vitro del aceite frente
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a Streptoccocus mutans ATCC 35668 se realizd con la aplicacion del método de microdilucion colorimé-
trico en microplacal0,5 y el método de difusién en agar7.

Se disefiaron dos formulaciones farmacéuticas, pastas dentifricas, una de estas contenia 1% de aceite

esencial de coca y menta, y la otra 1% de cada uno de los aceites esenciales de coca, menta y orégano
8, 14.

Resultados

Se analiz6 el aceite esencial de la especie Erythroxylum coca Lam. Var. Coca “coca Huanuco”, desta-
candose la presencia del acido alifatico metil éster 7,10,13-hexadecatrienoico, beta pineno con efecto
inhibidor de bacterias Gram positivas y fitol, un diterpenoaciclico de naturaleza alcohdlica; los que se-
rian responsables de potenciarla propiedad antioxidante y antibacteriana del aceite esencial (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes quimicos del aceite esencial de Erythoroxylum coca Lam. var. “coca Huanuco”
determinado por Cromatografia de Gases/ Espectrometria de Masas (CG/EM)

Componentes quimicos Tiempo de Retencion (TR) (minutos)
B - pineno 5,81

B — mirceno 5,93

Acido estrearico 8,83

Nerolidol 9,10

Fitol 9,65

Acido metil éster 7,10,13 | 9,91

hexadecatrienoico

Nonacosano 14,15

Los métodos aplicados para la determinacion de la capacidad antioxidante del aceite esencial expresaron
que el aceite posee fitocompuestos con capacidad antioxidante que participarian en los sistemas redox
bioldgicos (Tabla 2).

Tabla 2. Captacion del radical DPPH, radical superdxido y perdxido de hidrégeno

Concentracion | % Captacion del Radical | % Captacion del radical | % Capacidad de Descomposicion
(ug/mL) DPPH Superéxido de H,0,
32,5 nd 69 61,6
65,0 37,5 nd nd
97,5 45,9 nd nd

*nd: no determinado

Respecto a la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), se encontré que la menor concentracién de acei-
te esencial que inhibe el crecimiento de Streptoccocus mutans ATCC 35668 fue 0,625 uL/mL, semejante
al aceite esencial de orégano (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de coca y orégano.

Muestras Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

0,625 uL/mL

Aceite esencial de coca

Aceite esencial de orégano ,0.625 ulL/mL

Vancomicina

< 1pug/mL
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En el resultado de la microplaca por el método de microdilucion colorimétrico frente a Streptoccocus
mutans ATCC 35668, se obtuvo la CMI del aceite esencial de coca; y el del halo de inhibicién fue de 37
mm para el dentifrico que contenia 1% de aceite esencial de coca y menta, para el dentifrico con 1% de
aceites esenciales de coca, menta y orégano, el halo fue de 38 mm; con lo que se demuestra que ambos
aceites presentan actividad antibacteriana contra Streptoccocus mutans ATCC 35668 (Figura 1y Tabla

4).

Figura 1. Determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria del aceite esencial de
“coca” y “orégano’” por el método de micro-
dilucion colorimétrico contra Streptococcus
mutans ATCC 35668. En la microplaca se ob-
servan las diferentes concentraciones minimas
inhibitorias. *La flecha indica la Concentra-
cién Minima Inhibitoria.

Tabla 4. Actividad de los dentifricos con aceites esenciales de coca, menta y orégano contra Streptococ-
cus mutans ATCC 35668 por el método de difusion en agar.

Diametro de halos de inhibicion en mm
Muestras
Al 100% | Diluido * | Dil. 1/2 | Dil. 1/4
A 37 31 24 -
B 38 32 30 23

A: Dentifrico con aceite esencial de coca y menta al 1% respectivamente. B: Dentifrico con aceite esen-
cial de coca, menta y orégano al 1% respectivamente. Diluido *: 3g del dentifrico en 10 mL de agua.

En las figuras 2 y 3 se presentan la formacion de los halos de inhibicién de los dentifricos Ay B.
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Figura 2. Formacion de halos de inhibiciéon del denti-
frico “A” contra Streptococcus mutans ATCC 35668.
Dentifrico A con aceite esencial de coca y menta al
1% respectivamente. C: Dentifrico al 100%. Dil: 39
de dentifrico A/10 mL de agua. %: Dilucion al 50%
de la primera diluciéon (dil). Ya: Dilucién al 25% de la
primera dilucion (dil)
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Discusion

De las hojas de la especie vegetal de Erythroxylum
coca Lam. Var. “coca Huanuco”, se obtuvo un
rendimiento de aceite esencial de 0,025% v/p,
similar a lo encontrado por Ventura G y col4.
En este resultado se encuentran implicadas las
caracteristicas geograficas, la época y la zona de
colecta de la especie, ya que la altitud y el carac-
ter climético tienen efectos en la produccion del
aceite esencial, considerando que para un mate-
rial himedo existen intervalos de variaciones de
una especie a otral3.

Por el analisis preliminar y fisicoquimico se pudo
determinar que las propiedades del aceite obte-
nido, corresponden a las que se reportan en la
literatura cientifica; evidenciandose que los com-
ponentes quimicos del aceite son de baja pola-
ridad, miscibles en solventes organicos e inmis-
cible en agua. La elucidacién de la composicion
quimica del aceite esencial permitié identificar
entre otros a los siguientes componentes quimi-
cos: beta pinenocon efecto inhibidor de bacterias
Gram-positivas, fitolun diterpenoaciclico de na-
turaleza alcohdlica, y un acido metiléster 7, 10,
13-hexadecatrienoico, el cual se destaca por su
caracter organico funcional. El acido metilester
7, 10, 13 hexadecatrienoico cumpliria una fun-
cion semejante al salicilato de metilo; que fue
identificado por Ventura G. y col. en el analisis
del aceite esencial de Erythoroxylum coca Lam.
var. Coca, resultado que coincide con lo repor-
tado en el estudio de la especie Erythoroxylum
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Figura 3. Formacion de halos de inhibicién del
dentifrico B contra Streptococcus mutans ATCC
35668.

Dentifrico B con aceite esencial de coca, menta
y orégano al 1% respectivamente. C: Dentifrico
B al 100%. Dil: 3g de dentifrico B en 10 mL de
agua. ¥2: Dilucién al 50% de la primera dilucion
(dil). ¥a: Dilucién al 25% de la primera dilucién
dil).

novogranatense (Morris) Coca Var. Truxillense
realizado por Castro A. y coll.

Los resultados muestran que el aceite esencial
de coca exhibe actividad antioxidante en los tres
métodos ensayados. En la capacidad captado-
ra del radical DPPH (Tabla 2) puede observar-
se, sin embargo, que esta actividad es 11 veces
menor que la vitamina C, utilizado como patron
de referencia; lo que significa que el aceite tiene
un comportamiento aceptable frente al radical
DPPH. Estudios previos del aceite esencial de
coca, como en el de Castro A. y col.15, también
reportaron capacidad de captar el radical DPPH.
En la actividad frente a los radicales oxigenados,
superoxido y perdxido de hidrégeno, es importan-
te resaltar que los resultados senalan que tam-
bién posee actividad antioxidante. Puede obser-
varse en que la actividad atrapadora del radical
superodxido es cercana a la molécula de referen-
cia, acido ascorbico, y solo se requiere duplicar
la concentracion del aceite esencial, para exhibir
una actividad semejante (Tabla 2). Este radical
también fue ensayado en otra variedad de aceite
esencial de coca donde también demostré capaci-
dad de captacion de superdxidol.

En lo que respecta a la CDP puede leerse que
practicamente tiene la misma capacidad de re-
ducir el perdxido de hidrégeno que la sustancia
de referencia (Tabla 2). El perdxido de hidrdgeno
es una molécula estable simétrica, que tiene un
potencial agresivo mayor al superéxido y puede
moverse en un medio hidrofilico e hidrofdbico, de
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manera que este resultado nos lleva a proponer
que esta seria una ruta importante para su acti-
vidad antioxidante6.

En lo referente a la actividad antibacteriana in vi-
tro, el aceite esencial de las hojas de Erytroxylum
coca mostrd tener una buena actividad contra
Streptococcus mutans ATCC 35668 con una CMI
de 0,625 ulL/mL, equivalente al encontrado para
el aceite esencial de las hojas de Origanum vulga-
re (Tabla 3). Estos resultados concuerdan con la
actividad reportada por Castro el 20081, donde
se evidencio la actividad del aceite esencial de las
hojas de Erythroxylum novogranatense (Morris)
“coca” contra Streptococcus mutans por el mé-
todo de difusion en agar, con halos de inhibicion
de 30 mm. La gran diferencia es la sensibilidad
de las técnicas usadas, que en el presente trabajo
es la microdilucion, que sirve para encontrar la
CIM, un parametro mucho mas sensible y exacto
que el método de difusién usado en otros trabajos
(Figura 2). Por otro lado, Ventura G. y col.4, en-
contraron actividad en las hojas de Erythroxylum
coca Lam var. Coca “Huanuco”, contra otras
bacterias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacillus
subtilis.

En cuanto a los resultados obtenidos para los
dentifricos de coca suplementados con los aceites
esenciales de menta y orégano, son satisfacto-
rios, presentando halos de inhibicién de 37 y 38
mm (Tabla 4 y Figura 3). Asimismo, en los den-
tifricos elaborados con estos aceites esenciales,
se puede corroborar la liberacion del aceite de
coca en la formulacion y su no interferencia con
los otros (Figura 4). En la literatura no se han
reportado trabajos similares usando aceite esen-
cial de “coca’” incorporado en dentifricos. En el
estudio de Barreto L. y col.7., trabajaron den-
tifricos que contenfan especies fitoterapéuticas
como mirra, salvia, camomila, eucalipto y aloe
vera, con fldor y sin flhor; evaluando su accién
contra Streptococcus mutans por el método de
difusion en agar, dando halos de inhibicién me-
nores a 15 mm; valor inferior a lo encontrado en
el presente trabajo de investigacion. La accion
contra el Streptococcus mutans ATCC 35668 del
aceite esencial de Erythroxylum coca Lam.va, se
deberia a sus componentes quimicos.
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Respecto al disefio de la formulacién farmacéu-
tica, pasta dentifrica, la base para su elabora-
cion se hizo utilizando componentes de uso co-
mun en el comercio lo que facilita su oportuno
acceso y bajo costo. La asociacion de los aceites
esenciales de menta y orégano, al aceite esencial
de coca, permitié obtener productos innovadores
de origen natural y Gtiles para la higiene bucal.

Conclusiones

En las hojas secas del aceite esencial de Erytho-
roxylum coca Lam. var. “coca Huanuco”, se
identificaron, entre otros componentes: B-pine-
no, fitol, y acido metil éster 7, 10, 13-hexadeca-
trienoico. El aceite esencial de coca con los tres
métodos aplicados para determinar la capacidad
antioxidante, demostré poseer fitocompuestos
con capacidad antioxidante que participarian
en los sistemas redox bioldgicos. Para el aceite
esencial de coca se determind una Concentra-
cién Minima Inhibitoria (CMI) de 0,625 uL/mL
contra Streptococcus mutans ATCC 35668. El
dentifrico que contenia 1% de aceites esenciales
de coca y menta presentaron actividad frente a
Streptococcus mutansATCC 35668 con halo de
inhibicion de 37 mm y el dentifrico a base de
1% de los aceites esenciales de coca, menta y
orégano presentd actividad contra Streptococ-
cus mutans ATCC 35668 con halo de inhibicion
de 38 mm.
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