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RESUMEN

Ante la resistencia de ciertos microorganismos patégenos a la medicina
alopata, se han enfocado investigaciones en descubrir nuevas alternativas que
sean eficaces conifra los microorganismos, por ello la medicina natural
eiyhrffvxs una buena opcion ya que existe gran diversidad de plantas que
presentan una actividad antimicrobiana por lo que es importante evaluar dicha
actividad. Por ejemplo algunos aceites esenciales de las plantas son

excelentes para combatir a los microorganismaos.

En el presente trabajo se evaluaron la actividad antimicrobiana de dos especies
de pinos, Pinus pseudostrobus y Pinus douglasiana, en el cual se pusieron a
prueba cuatro microorganismos de importancia medica, tres bacterias y una

levadura (E. coli, 5. aureus, S. Enteritidis v C. albicans).

Se manejaron diferentes concentraciones en cada aceite (desde 50% hasta
0.02%) por cada microorganismo, se realizaron por el método de dilucion en

tubo, y se dejaron en la incubadora a 37°C por 24 horas.

Una vez examinado los tubos se observo que el aceite esencial con mayor
actividad antimicrobiana fue el de Pinus douglasiana Martinez ya que los cuatro
microorganismos utilizados fueron susceptibles y ademas presentd mayores
porcentajes de inhibicidn en comparacion con el aceite de Pinus pseudostrobus
Lind donde C. albicans fue resistente y los demas microorganismos fueron

sensibles pero con un bajo porcentaje de inhibicidn.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se podra continuar investigando sobre
la actividad antimicrobiana de estos dos aceites esenciales de pinos, para
determinar las dosis efectivas en animales de prueba y ver los efectos
biologicos que se puedan presentar, asi mismo como establecer una dosis

estandar ante enfermedades que provoguen dichos microorganismos.

it



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES
ESENCIALES OBTENIDOS DE ACICULAS DE DOS ESPECIES DE PINOS

1. INTRODUCCION

Las diferentes condiciones fisiograficas, ecolégicas y climaticas son las
principales causas que han dado lugar a la existencia de una gran diversidad
de elementos floristicos que conforman la cubierta vegetal de México, siendo
una de las mas ricas y variadas del planeta, varia desde la existencia de
ecosistemas aridos hasta ecosistemas tropicales, abarcando los diferentes
tipos de pastizales, los bosques caducifolios y los bosques de coniferas. Dentro
de los bosques de coniferas, los pinos son catalogados como el primer genero
de arboles en distribucion y area, que ocurren de manera natural practicamente
en todos los estados de México, a excepcion de Tabasco, Campeche y

Yucatan (Bermejo y Pontones, 1994).

Actualmente se han reportado aproximadamente cien especies de pinos
existentes en el planeta, Norteamérica es especialmente rica con un total de 65
especies, de estas 38 crecen al norte de México y 43 existen en México y
America Central. Varias especies estan distribuidas a traves de la frontera entre
los EE.UU. y México. Las 9 especies que se encueniran en Ameérica Central
también son nativas en México, por lo que en el pais se cuentan con mas
especies de pinos que en ningun otra parte del mundo (Farjon, et af, 1997). El
resto de los pinos se encuentran distribuidos en el continente europeo (Koukos,
et al, 2000).

Los pinares en México representan el grupo de especies gue sustentan la
industria forestal para la elaboracién e industrializacién de uno de los productos
mas importantes, la celulosa y papel; ademas de madera aserrada para la
construccion de muebles, postes, casas, instrumentos musicales vy artesanias

(Bermejo y Pontones, 1994).



Por otra parte a nivel regional diversas especies tienen usos no maderables
que representan buenos ingresos econdmicos como la cesecha de semillas
comestibles (Pinus cembroides, P. nelsonii y P. discolor), usos ornamentales y

medicinales (Bermejo y Pontones, 1994}

El estado de Jalisco cuenta con 85,966 Ha de pino natural vy 926,428 Ha de
pino-encino, éstas se aprovechan como madera y representan un 85 % de la
tala (PRODEFO 2003); en la regién de la Sierra Occidental existen 10

especies, la mayoria son ulilizadas con fines maderables.

En especies como Pinus sylvestris, P. caribaea y P. ftropicalis se ha
demostrado actividad farmacoldgica de sus aceites, sin embarge en Pinus
douglasiana y P. pseudostrobus, presenies en el estado de Jalisco no se tiene
informacién documentada de ésta aplicacién. Debido a las caracteristicas de
los aceites, varios estudios reportan sobre las diferentes propiedades, tales
como insecticidas, antioxidante y efecto antibacteriano, por lo gue dicha
actividad no se puede atribuir a un compuesto quimico en particular. Esta
actividad puede variar desde la inhibicidn completa o parcial del crecimiento
microbiano hasta la accidén bactericida o fungicida. Sin embargo en estudios
recientes, se ha encontrado que la actividad antimicrobiana presentada por los
aceites es debida, en gran medida a la presencia de un tipo de compuestos

denominados “terpenocides” (Maguna, ef al, 2006).

En virtud de que en la composicion quimica de los aceites esenciales de pino
se encuentran principalmente los terpenocides, se considera util investigar el
efecto antimicrobiano de éstos aceites frente a microorganismos patdgenos
(Zekaria, 2007), como Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus

aureus 'y Candida albicans.



2. ANTECEDENTES

2.1. Uso de las plantas medicinales.

Las plantas desde la antigledad, han representado una fuente esencial en la
elaboracion de productos medicinales, principalmente de los paises en
desarrollo (Olaya y Méndez, 2003). Se ha demostrado un efecto farmacolodgico
importante de éstos productos en enfermedades dermatolégicas, respiratorias,
del sistema digestivo y circulatorio, entre otras; principalmente de origen

microbiolégico (Martinez, et a/, 2006).

Las plantas medicinaies de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) en 1979, define como cualquier especie vegetal que contiene sustancias
que pueden ser empleadas para propositos terapeuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos

{Oliveira, et af, 2005).

En México, existe una amplia diversidad de plantas medicinales cuyo efecto
terapeutico compite y/o complementa tratamientos en algunos procesos
patoldégicos (Martinez, et al, 2006). Las plantas y productos medicinales,
ejercen una accion global sobre el organismo por la interaccion de sus
principios activos, que tienden a estimular acciones de proteccion y regulacion
de las funciones metabdlicas y presentan menores efectos secundarios que

algunos medicamentos de sintesis quimica (Olaya y Méndez, 2003).

Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios. Los
primarios son sustancias fundamentales para la nutricion, la estructura y la
energia (Olaya y Méndez, 2003). Los metabolitos secundarios con frecuencia
actlan como agenies biologicos contra los depredadores, parasitos y
enfermedades o pueden cumplir con las funciones fisiolégicas intrinsecas para
su produccion. Los metabolitos secundarios incluyen diversas clases de
pequefias moléeculas, tales como alcaloides, terpenos, glicdsidos o péptidos.

{(Jenke-Kodama, ef al, 2008).
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2.2. Funcion de los aceites esenciales en las plantas

Los aceites esenciales se caracierizan por ser una mezcla compleja de varios
compuestos de aromas volatiles fales como terpenocides {monoterpenoides,
sesquiterpenoides), alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres y fenoles.
Son sustancias olorosas, que se almacenan en distintos érganos de la planta y

que estan presentes en las hojas, corteza y flores (Zekaria, 2007).

Schrickel y Bittner en el 2001 establecieron experimentalmente que los aceites
esenciales tienen un papel ecoldgico, alguno de ellos como inhibidores de la
germinacion, proteccion contra los depredadores e intervienen como hormonas
en [a polinizacién atrayendo a los insectos, ademas de gque regulan la

transpiracion.

De las plantas con propiedades medicinales y que contienen aceites
esenciales, se extraen para la preparacion de medicamentos que funcionan
como analgésicos, sedantes, antiespasmodicos y  antibidticos, por lo que
numerosas investigaciones se han enfocado a la blisqueda de nuevos
compuesios con actividades farmacoldgicas a partir de fuentes naturales,
dentro de ellos un gran numerc de estudios han sido dirigidos hacia la
evaluacion de actividades antimicrobianas en exiractos y aceites esenciales de
plantas medicinales (Garcia, et al, 2006). Por ejemplo, de las hojas de la
canela (cinamaldehido) y el orégano (carvacrol}) se obtienen productos que

presentan actividad antimicrobiana (Zekaria, 2007}.

Los aceites esenciales se pueden aplicar en forma interna a través del tubo
digestivo e inhalaciones y de forma externa como bafios y cataplasmas, ya que
son capaces de penetrar a la piel y las mucosas de vias respiratorias. (Zekaria,
2007).



2.3. Procesos de extraccion de aceites esenciales.

Los aceites esenciales se pueden extraer mediante diferentes métodos comeo:
expresion, arrastre con vapor de agua, exiraccion con solventes volatiles,

enfleurage y con fluidos supercriticos.

-En la expresion, el material vegetal es exprimide mecanicamente para liberar
el aceite y este es recolectado vy filtrado. Este método es utilizado para 1a

extraccion de esencias citricas {Barindelli, 2010).

-En la destilacion por arrastre con vapor de agua, por efecto de la temperatura
del vapor {100 °C) en un cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el
aceite esencial (Sanchez, 2006). En la parte inferior del tanque extractor se
coloca agua, posteriormente una parrila que soporta el material vegetal, que
debe ser fresco y cortado en pequefios trozos (Barindelli, 2010). La salida de
vapores, que puede ser lateral al tanque o ubicarse en la tapa del mismo, pasa
a un serpentin 6 espiral enfriado por agua y posteriormente, el vapor
condensado y el aceite esencial se recolectan en un separador de fases, el
cual debe de tener la suficiente altura y didmetro para evitar la pérdida de

aceite y ademas permita la recoleccion del mismo (Sanchez, 2006).

-En el método de extraccidn con solventes volatiles, la muestra seca y molida
se pone en contacto con solventes como alcohol o cloroformo. Estos
compuestos solubilizan el aceite esencial, pero también extraen otras
sustancias como grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se
utiliza a escala de laboratorio, pues a nivel industrial resulta costoso por el
valor comercial de los solventes y porque se obtienen esencias mezcladas con

ofras sustancias.

-En el método de enflorado o enfleurage, el material vegetal (generalmente
flores) es puesto en contacto con una grasa. La esencia es solubilizada en la
grasa que actia como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla
de aceite esencial y grasa (el concreto) la cual es separada posteriormente por

otros medios fisico-quimicos. En general se recutre al agregado de alcchol



caliente a [a mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa y el
extracto aromatico. Esta técnica es empleada para la obtencion de esencias
florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil

separacion del aceite extractor la hacen costosa.

-El método de extraccion con fluidos supercriticos, es de desarrollo mas
eficiente. El material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se
empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la
muestra un fluido en estado supercritico (por ejemplo CO;). Las esencias son
asi solubilizadas y arrastradas, el fluido supercritico que actua como solvente
extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar fa presion y
temperatura ambiente. Finalmente se obtiene una esencia cuyo grado de

pureza depende de las condiciones de extraccion (Barindelli, 2010).

2.4. Descripcion botanica de los pinos

Los pinos son arboles de follaje persistente, con hojas de tres tipos:

a) Las primordios, notables en las plantulas, arboles jévenes y rara vez se
les observa sobre madera vieja; son de forma lineal, lanceolada, con
borde aserrado, solitarias, insertas en forma espiral a lo largo del
hipocotilo o de las ramas jovenes.

b) Bracteas, de lamina reducida a pequefias bracteas, de forma triangular,
con borde entero, insertas en la axila de brotes cortos;

c) Hojas adultas, aciculares o friangulares, insertas en los nudos y sé
agrupan en aciculas de 2, 3 ¢ 5 formando fasciculos, rara vez mayor
nimero, ocasionalmente solitarias, envueltas en su parte baja por una
vaina membranosa, persistente en el arbol de dos afics o mas,

manteniendo al arbol con follaje persistente (Vidal, 1962).

Las flores masculinas aparecen en los extremos de los brotes de color amariilo
anaranjado, sobre las que van insertas en espiral flores estaminadas

compuestas por dos antenas y un conectivo en forma de cufia.



Las flores pistiladas, verdosas o purpuras, colocadas en la axila de una
pequena bractea producen dos évulos internamente, cerca de la base.
Después de la fertilizacion el cono adquiere desarrollo y las escamas lefiosas
se cierran fuertemente, permaneciendo comprimidas, hasta la madurez,

guardando en su interior las semillas.

Los principales elementos de un cono los constituyen las escamas (carpelos),
unidas al eje central lefioso siguiendo una linea espiral; estas escamas, llevan
dos depresiones u ombligos en los que van colocadas las semillas. La parte
expuesta al exterior de la pifia, el apofisis, presenta por o comun una forma
romboide y presenta un color mas claro gue ¢l resto del cono; la superficie lisa,

rugosa, con hoyos o surcos.

El cono se forma en la primavera, pero el polen alcanza los oévulos en la
primavera del segundo afio; a partir de este momento alcanza rapido

desarrollo, madurando sus granos a fines de verano y otofio.

La semilla es una nuez de tamafo variable; ademas de germen contiene una
almendra con reservas amildceas, aceifosas, que en varias especies las hace
apetecibles y, por lo tanto, frecuentemente se usan en la alimentacion humana.
En la mayoria de las especies, la semilla, de pequeno tamafio, esta recubierta
por una envoltura negruzca, marrdn, que se proionga por una ala de tamafo
variable; de mayor longitud que el grano en algunas, en otras rudimentaria o

bien puede encontrarse ausente {Vidal, 1962).

De algunos componentes de los érganos de las plantas se pueden obtener
productos medicinales con actividad terapéutica, por ejemplo, en los pinos, los
terpenoides, son el principal compuesto del aceite, y pueden constituir en su
composicion quimica hasta un 85% del total, mientras que el resto de los

componentes se presentan como trazas (Zekaria, 2007).

Existen varios estudios farmacoldgicos y bioquimicos del aceite esencial del
pino maritimo (Pinus pinaster Sol) y el pino silvestre (Pinus sylvestris L), que se

obtuvieron de las hojas y brotes. En la farmacopea europea su uso esta



indicado para tos, brongquitis agudas y cronicas y en general para todas las
afecciones de las vias respiratorias {(menos asma bronquial y tosferina).

Tambien se recomienda en caso de reumatismo y neuralgias (Schrickel y

Bittner, 2001).

Por su parte Macchioni, et al, (2002) evaluaron la actividad acaricida del aceite
esencial de cuatro especies de Pinus (P. pinea L., P. halepensis Mill., P.
pinaster Soil y P. nigra Arnold), sobre una plaga (Tyrophagus putrescentiae)
que ataca productos alimenticios almacenados. Los cuatro tipos de aceites
esenciales dieron resultados favorables, pero el aceite de F. pinea fue el que

registro al 100 % actividad acaricida.

Uno de los aceites esenciales de pino mas estudiado y mas conocido por sus
efectos biologicos hacia la salud, es el Pinus sylvestris, mayormente difundido
en paises europeos, que tienen la propiedad de desinfectante, expectorante y
antiséptico, utilizado para el sistema respiratorio y en el sistema genitourinario

(Frescuet, et al, 1996)

Sin embargo, el mecanismo de accidn especifico de estos compuestos aun no
ha sido claramente caracterizado. Aunque actualmente se propone como
posible sitio de accién la membrana celular bacteriana donde los terpenoides
surtirian efecto desencadenando una serie de procesos bactericidas vy

bacteriostaticos (Maguna, 20086).



2.5. Pinus douglasiana Martinez.

Los nombres comunes como se conoce a P. douglasiana Martinez es ocote,

pinabete, pino blanco y pino real.

El tronco del arbol es recto de hasta 20-45 m de alto y 80 a 100 cm de diametro
a la altura del pecho (1.30 M) (Farjon, et al, 1997); la copa es redondeada y
densa (Martinez, 1992). Esta especie de pinos habita en pinares, bosque de
coniferas y bosque de pino-encino de montafa, en zonas moderadamente

calientes a templadas. Su altitud es de: (1100-2700 m) (Farjon, et al, 1997).

Se distribuye principalmente en Jalisco, Michoacan, México vy norte de Morelos
extendiéndose hasta el norte de Nayarit y la zona limitrofe entre Sinaloa y
Durango, también localizada en Guerrero y Qaxaca (Farjon, et al, 1997). Esta
especie (P. douglasiana) se encuentra dentro de la categoria de especies no

amenazadas (SEMANART, 2002).

La corteza en el tronco es gruesa, escamosa, dividida en largas e irregulares
placas y fisuras profundas, de color café-rojizo que con el tiempo se vuelve
gris-café. Las ramillas son rugosas, con prominentes pero no persistentes
bases de las hojas (de los fasciculos), de color café oscuro o gris oscurg;
fasciculos extendidos y un poco flaccidos, persistiendo 2-2.5 afios (Farjon, et
al, 1997).

Las aciculas se agrupan en fasciculos de 5, raro 4 0 6, de 22-35 cm de longitud
y 0.7-1.2 mm de ancho, {Figura 1) son rectas, laxas o en algunas ocasiones
mas rigidas (Farjon, et af, 1997}; con bordes finamente aserrados, de color
verde claro, algo amarillento y brillantes (Martinez, 1992). Las ramas estan

extendidas, agrupadas en la parte superior del tronco {(Martinez, 1992).



Figura 1. Aciculas de P. douglasiana Martinez.

Sus conos son largamente ovoides, simétricos, reflejados, ligeramente
encorvados, atenuados hacia el apice, de color moreno rojizo, opacos y
caedizos; de 7.5 a 10.5 cm de largo. Se presentan solitarios (Farjon, et al,
1997) 6 en grupos de 3 a 5, sobre pedunculos de 12 mm, los cuales son
oblicuos y quedan adheridos al cono cuando este cae (Martinez, 1992). El
nimero de escamas del cono es de 110-130, abriendo pronto, son rigidas,
lignificadas; la apdfisis generalmente levantada o en ocasiones plana y

transversalmente aquillada (Farjon, et al, 1997).

Sus semillas son oscuras, casi ovoides, de 5 mm; con ala de 25 mm de largo,

por 8 mm de ancho y de color moreno (Martinez, 1992).
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2.6. Pinus pseudostrobus Lind

Los nombres comunes que se le dan a P. pseudostrobus Lind es pinc blanco,
pino chalmaite, pino lacio y pino liso. Su altitud es de: 1900-3000 m (Farjon, et
al, 1997). El crecimiento del tronco del &rbol es recto de hasta 20 a 40 m de

alto, 80 a 100 cm de diametro.

Su distribucién es principalmente en el eje volcdnico transversal (centro de
Méexico) y hacia el sur hasta el oeste de Honduras, Guatemala y el Salvador,
hacia el norte existen poblaciones disyuntas en Sinaloa/Durango asi como en
el sureste de Coahuila/Nuevo Ledn. Esta especie habita en pinares y bosques
de pino-encing, es muy comun y se encuentra mezclada con otras especies de

pino o con otras coniferas. (Farjon, et al, 1997).

P. pseudostrobus se encuentra dentro de la categoria de especies no
amenazadas, segun la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT, 2002).

La corteza es lisa durante mucho tiempo, en la vejez es aspera y agrietada
(Martinez, 1992). Gruesa en el fronco, escamosa, con placas alargadas y
fisuras longitudinales profundas, de color café-oscuro o café-gris (Farjon, ef al,
1997). Las ramillas son delgadas lisas, con las bases de las hojas (de los
fasciculos) peqguefas y recurrentes, siendo glaucas primero; cen fasciculos o
mas frecuentemente flaccidos hasta casi péndulos; persistiendo por 2 a 3 afios
(Farjon, et al, 1997).

Sus aciculas se agrupan de 5, de 17 a 24 cm de largo, muy delgadas,
triangulares y flexibles (Figura 2), de color verde intenso, a veces con ligero
tinte amarillento, o glauco, finamente aserradas, con los dientecilics uniformes

(Martinez, 1992).
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Figura 2. Aciculas de Pinus pseudostrobus Lind.

Los conos se encuentran solitarios o en pares, en pedunculos cortos y
robustos, dejando algunas escamas basales en la ramilla cuando caen (Farjon,
et al, 1997), por lo general son ovoides o largamente ovoides, de 8 a 10 cm., a
veces mas, de color café claro, amarillentos o morenos, extendidos, muy

levemente encorvados, un poco asimétricos (Martinez, 1992).

El nimero de escamas del cono es de 140 a 190, abriendo gradualmente, por
lo general son gruesas y lignificadas; la apdfisis de ligera a fuertemente
levantadas, sobre todo en un lado del cono transversalmente aquilladas,
(Figura 3), de color café opaco que en el tiempo se vuelva grisaceo; con el

umbo obtuso (Farjon, et al, 1997).
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Figura 3. Conos de Pinus pseudostrobus Lind, a la izquierda se observan
conos maduros que se han desprendido de la ramilla, y a la derecha se
observan conos inmaduros que contindan en la ramilla.

Las semillas son vagamente triangulares, oscura, de unos 6 mm., con ala de
unos 23 mm de largo por 6 a 9 de ancho (Martinez, 1992).

2.7. Mecanismo de accion de los antibiéticos y la resistencia de las

bacterias.

En la actualidad, el consumo (uso y/o abuso) de los antibioticos convencionales
influye en las resistencias, no sélo de los microorganismos patégenos, sino
también de los saprofitos y oportunistas, por lo que ahora han disminuido su
eficacia de algunos grupos antibacterianos (betalactamicos, aminoglucésidos,
glucopéptidos, macrolidos y lincosamidas, quinolonas, tetraciclinas vy
cloranfenicol) (Pérez, 1998), esto sugiere a buscar nuevas alternativas de
antimicrobianos naturales dentro del campo de la etnobotanica, éstos no

presentaran mayores efectos téxicos en el organismo (Maguna, et al, 2006).

Para inhibir a los microorganismos, los antibidticos deben atravesar la barrera
superficial de la bacteria y modificar las estructuras o mecanismos bioquimicos
que le son necesarios para multiplicarse o sobrevivir. Los mecanismos de
acciéon de los antibidticos son diversos, algunos de los mas comunes son

impedir la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular o
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alterando la membrana celular del microorganismo sobre la que actuan (Pérez,

1998).

Las bacterias y demas microorganismos tienen la capacidad de adaptarse y ‘
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibidticos {Pérez, 1998). ‘
Muchos antimicrobianos son derivados de microorganismos, y por lo tanto su
resistencia es un fenémeno natural. Los microorganismos que inicialmente
pierden el sitio diana a un antimicrobianc se dicen que poseen una resistencia

natural o intrinseca (Noa, 2004).

En otros la resistencia es adquirida, debido a la modificacion de la carga
genética de la bacteria y puede aparecer por mutacién cromosdmica o por
mecanismos de recombinacion genética. La primera ocurre por seleccion de las

mutantes resistentes (rifampicina, macrolidos) (Peérez, 1998); y en la

recombinacion se ftransfieren los genes entre bacterias (conjugacion,
transformacién, transduccidn y fransposicién) (Noa, 2004) mediados por

plasmidos, transposones o integrones (Pérez, 1998).

2.8. Toxicidad de los antimicrobianos

La toxicidad de los antimicrobianos puede provocar efectos adversos en el
organismo, como es el caso de las cefalosporinas que pueden provocar
hipoprotrombinemia, trombocitopenia y disfuncién plaquetaria.

Con las penicilinas orales son frecuentes los trastornos gastrointestinales.
También pueden presentarse hipoplasia medular, granulocitopenia, hepatitis,
trastornos de agregacion plaquetaria, convulsiones y reacciones locales a las

inyecciones intramusculares (Mendoza, 2002).

Los efectos adversos de los aminoglucésidos son nefrotoxicidad y ototoxicidad,

ademas de bloqueo de la unién neuromuscular.

En cuantc a las tetraciclinas se presentan reacciones de hipersensibilidad,

erupciones morbiliformes, fotosensibilidad, decoloracién de dientes y huesos en



los nifos menores de ocho afos e hipoplasia de la dentina, asi como retardo

de crecimiento 6seo {en infantes prematuros) (Mendoza, 2002).

La clindamicina produce nauseas y dolor abdominal, erupcidén dérmica y
anafilaxia. Tambien produce diarrea toxica y colitis peudomembranosa, asi

como trombocitopenia y agranulocitosis (Mendoza, 2002).

La toxicidad de los antimicoticos suele actuar sobre enzimas hepaticas vy
causar hepatitis fulminantes, porque el mecanismo descrito compromete
funciones que dependen de la membrana, en la que puede haber otras
enzimas. Asi, se altera el transporte de nutrientes y la sintesis de quitina, lo que

puede inhibir el crecimiento (Tapia, 2005).

La toxicidad presenta una diferencia importante entre los dos grupos de azoles,
debido a su selectividad. En consecuencia, los imidazoles son mas potentes
sobre las células pero son mas tdxicos. Por ejemplo, el ketoconazol inhibe la
sintesis de testosterona en concentraciones 100 veces mas bajas que el
fluconazol; a su vez, hay menos actividad intrinseca de los triazoles ante
Candida albicans y se necesitan concentraciones minimas inhibitorias mas
altas; por eso, muchos de estos farmacos, como el clotrimazol, se utilizan en
formuiaciones tdpicas y pueden tener un efecto fungicida en el sitio de
infeccion. Los efectos adversos son nauseas, anomalias endocrinologicas
(irregularidad menstrual, ginecomastia en hombres) y alteraciones de las

pruebas hepaticas, que es uno de los efectos mas frecuentes (Tapia, 2005).
2.9. Métodos para determinar la susceptibilidad a antimicrobianos

Existen pruebas para determinar si los aceites procedentes de plantas tienen
actividad antimicrobiana, estas consisten en la evaluacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI}, que se define como la minima concentracion dei
aceite esencial de la planta que inhibe el desarrollo de una bacteria, junto a la
CM! es necesario evaluar el efecto bactericida del aceite sobre una bacteria
gue es la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Esta se define como la

menor concentracion del aceite que reduce al 99.9% el numero de bacterias del
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inéculo original. Esta prueba se realiza por el método de dilucidn en tubo,
donde se observa crecimiento bacteriano a diferenies concentraciones de la
sustancia a probar (aceite esencial). Ofrg, es en placa colocando en
penicilindros, diferentes dosis de la sustancia a probar contra el
microorganismo en cuestion para determinar el efecto antimicrobiano mediante
halos de inhibicién (Diaz, et al, 1999).

2.10. Interpretacion de la susceptibilidad de los antibidticos

La informacidon sobre la dosis de antibidticos, la zona de infeccion, y la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) que se presentan en las colonias de
bacterias y los resuitados de estudios clinicos son usados para seleccionar la

dosis eficaz contra determinado patogeno.

Los datos de los puntos de inhibicidon de las pruebas de la susceptibilidad
antimicrobiana son publicados en los documentos del Clinical Laboratory

Standard Institute (CLSI) y se actualizan anualmente segun sea necesario.

Actualmente hay 3 categorias de interpretacion que se utilizan para la
presentacion de informes de resultados de las pruebas de la susceptibilidad de

antibidticos de un microorganismo determinado:

1. Susceptibilidad: El microorganismo que produce una infeccién es muy
probable que responda al tratamiento con una dosis estandar del
antibidtico indicado.

2. Intermediario: estos resultados son generalmente considerados como el
indicio de opciones terapéuticas no Util, similar a la categoria de
resistencia con fines terapéuticos ¢ pueden responder al tratamiento.

3. Resistencia: El microorganismo no responde a la terapia aplicada.

{Audrey, 2009).
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2.11. Caracteristicas generales de los microorganismos.

Escherichia coli

Escherichia cofi es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia

Enterobacteriaceae, tribu Escherichia.

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de microbiota normal, pero
cuando aumenta el numero total de la bacteria puede causar dario produciendo

diferentes cuadros clinicos, principalmente diarrea (Rodriguez, 2002).

E. coli presenta sensibilidad a diferentes tipos de antibidticos: cefotaxima,
cefazolina, acido nalidixico, acido pipemidico, norfloxacino y ciprofloxacino
{Alos, et al, 1993); fosfomicina, cefalosporina (1* generacion) vy
aminoglucosidos. Sin embargo., ha adquirido resistencia a sulfonamida
(Mendoza, 2002).

Salmonella Enteritidis

El género Safmonella se ubica dentro del orden Enterobacteriafes y la familia
Enferobacteriaceae. Sus miembros son bacilos Gram negativos generalmente
moéviles por flagelos peritricos, anaerobios facultativos no encapsulados y no
esporulados. Se desarrollan entre 8 y 45 °C y a un pH de 4 a 8; no sobreviven

a temperaturas mayores de 70 °C.

Esta ampliamente distribuida en la naturaleza, se encuentra como comensal y
patdgeno en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, causando una
amplio espectro de enfermedades, como la salmonelosis (Aguilar y Escolastica,
2004).
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Los antibitticos que resultan eficaces contra S. Enteritidis son: acido nalidixico,
cefalotina, ciprofloxacina, cloramfenicol, kanamicina, estreptomicina, tetraciclina
(Sanchez, et al, 2004) y fosfomicina (Mendoza, 2002), y resulta resistente ante

el antibidtico suifametoxazol (Alaniz, et al, 1996).

Staphylococcus aureus

Las bacterias del genero Staphylococcus son microorganismos ubicuos dificiles
de eliminar que colonizan ambientes muy diversos formando parte de
la microbicta habitual de la piel, la garganta y las fosas nasales de sus

hospedadores vertebrados.

Estos cocos tienen un diametro menor a 1u, se tifien como Gram positivos.
Son aerobios, pero tambien se desarrollan en condiciones parcialmente
anaerobias, produce fermentacion lactica y son catalasa y coagulasa positivo.
En frotis fedidos, de medios de cultivo sdlidos se agrupan caracteristicamente

en racimos de forma irregular.

Posee numerosos factores de virulencia, en su mayoria componentes de [a
pared celular, y una variedad de exoproteinas que facilitan la colonizacidn de
nuevos habitats. Estas propiedades, hacen que los estafilococos sean la causa
de numerosas infecciones en mamiferos, que van desde afecciones
superfficiales de la piel a patologias severas como neumonias, meningitis,
intoxicaciones alimentarias, shock séptico y desérdenes autoinmunes

(Fernandez, 2008 y Burdon y Williams, 1980).

S. aureus es susceptible a los antibidticos amikacina, vancomicina |
rifampicina, fosfomicina y aminoglucésidos. Pero es resistente a las quinolonas
(Mamani, et al, 2006 y Mendoza, 2002).
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Candida albicans

Candida albicans pertenece a la familia Criptococaceae. Las levaduras son
células redondas u ovales que se reproducen por gemacion. Estos organismos
se desarrollan en condiciones aerobias. Son capaces de producir
pseudofilamentos y clamidosporas (tipo de espora asexual). Producen hifas,
solo en el momento de la invasidon a los tejidos; éstas se comienzan a formar a

la temperatura de 37 °C.

En condiciones normales, es reconocida e inhibida por defensas normales del
organismo (leucocitos, polimorfonucleares y monocitos), y también por

miembros de la flora microbiana normal (bifidobacterias).

La Candida es una saprofito oportunista y en condiciones favorables, se
convierte en patogeno, dependiendo del terreno del huésped, generando

candidiasis (Pérez, 2005).

Para las enfermedades causadas por C. albicans, es eficaz el antibiotico
nistatina, fluconazol (Pérez, 2005), ketoconazol y amfotericina B (Mendoza,
2002). Sin embargo, la Candida albicans presenta resistencia al itraconazol

(Ceballos, et al, 1999).
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3. JUSTIFICACION

Debido al uso indiscriminado de antibidticos en la actualidad, se ha generado
una resistencia de los microorganismos patégenos a dichos agentes
bactericidas. Esto ha despertado el interés y la necesidad de buscar nuevas
alternativas de tratamientos de la medicina natural, que sean eficaces contra
bacterias y hongos, que son los principales agentes que desencadenan

infecciones en humanos.

Los aceites naturales provenientes de plantas medicinales, ejercen una accion
antimicrobiana, por lo que se han hecho investigaciones probando la
efectividad por medio de métodos de concentracion minima inhibitoria vy
bactericida de los aceiies de varias plantas que se encuentran en nuestro
territorio mexicano, y han demostrado una actividad antimicrobiana, como es el
caso del aceite esencial del orégano {Lippia beriandieri Schauer) (Hernandez,
et al, 2007) y del clavo (Syzygium aromaticum) (Garcia, et al, 2007), entre
otras, que muestran una inhibicidn significativa del crecimiento de los
microorganismos. Por lo que resultaria importante evaluar los aceites
esenciales de las especies Pinus douglasiana vy Pinus pseudostrobus, de la
Sierra Occidental de Jalisco, ya gue podrian presentar una capacidad
antimicrobiana, eficaz contra Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis,

Escherichia coliy Candida albicans.
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4. HIPOTESIS

El uso de aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor de aciculas de
Pinus douglasiana Martinez y Pinus pseudostrobus Lind tienen actividad
antimicrobiana en Sfaphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, Escherichia

coli y Candida albicans.
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5. OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Pinus

pseudostrobus y Pinus douglasiana, probados en bacterias: S. aureus, S.

Enteritidis, E. coli y la levadura C. albicans.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener los aceites esenciales de dos especies del genero Praus por

arrastre de vapor.
2.- tvaluar la actividad antimicrobiana que ejercen los aceiles esenciales de
Pinus pseudostrobus y Pinus douglasiana, a diferentes concentraciones, en S.

aureus, S Enteritidis, E. coliy C. albicans.

3.- Comparar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Pinus

pseudostrobus y Pinus douglasiana con los diferentes microorganismos.
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7. METODOLOGIA

7.1. Seleccion de especies de pinos

Se eligieron dos especies (P. pseudostrobus Lind y P. douglasiana Martinez),
por ser de las que mas se aprovechan para madera en la Region Sierra
Occidental, el muestreo se realizdé a la corta de los arboles y se tomaron las

muestras de la copa de los arboles derribados.

Los aceites esenciales se obtuvieron de muestras de follaje de dos pinos de la
Sierra Occidental de Jalisco: Pinus pseudostrobus Lind y Pinus douglasiana
Martinez. El P. douglasiana Martinez, el cual fue identificado por el Dr. Jorge
Alberio Pérez de la Rosa y los ejemplares se encuentran en el herbario del.
Instituto Botanico de 1a Universidad de Guadalajara (IBUJG) ubicado en el
Centro Universitario de Ciencias Biologicas vy Agropecuarias; el F.
pseudostrobus fue identificado por el personal del despacho de consulforia de
Mascota, Jalisco y las muestras se encuentran en el herbario de dicha

empresa, “Consultaria Ambiental Mascota, S. C”.

7.2. Obtencion de los aceites esenciales de pinos

Se colectd el follaje en los predios del Municipio de San Sebastian del Oeste y
se trasladd al Laboratorio de Productos Forestales No Maderables del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de
Guadalajara, para la obtencion del aceite. Los aceites se obtuvieron del follaje
de P. pseudostrobus Lind y P. douglasiana Martinez mediante el proceso de

arrastre de vapor.

El follaje se desfibré en un molino cuyas particulas tienen un tamano menor a 1
cm, el follaje desfibrado se colocd en un recipiente de cristal con una placa de
ceramica perforada en cuyo fondo contenia agua destilada. Se tapd el

recipiente y se enroscd un conducto llamado trompa de elefante, donde pasd el



vapor a través de un refrigerante y después de 2 a 5 horas el destilado se
recolectd en un contenedor para su posterior separacién del extracto aceitoso

del agua, por diferencia de densidad de estas dos fases (Figura 4).

Figura 4. Extractor de aceites esenciales por el método de arrastre de vapor.

7.3. Cepas utilizadas

Las cepas microbiolégicas probadas fueron Salmonella Enteritidis (ATCC
13076, marca Microbiologics), Escherichia coli (ATCC HB101, marca Biorad), y
Candida albicans (ATCC 10231, marca Microbiologics). La cepa de
Staphylococcus aureus la proporcion6é el Laboratorio de Bacteriologia del
Hospital General Regional No. 46 / Instituto Mexicano del Seguro Social de

Guadalajara, Jalisco.

Se realizaron las pruebas de sensibilidad en cada una de las cepas con
diferentes concentraciones de los dos aceites esenciales (Pinus pseudostrobus
Lind y Pinus douglasiana Martinez) por el método de dilucion en tubo, se
evalud la actividad antimicrobiana y se determind la concentracion minimas

inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB).
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7.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de la dilucién

en tubo

Por cada extracto, se prepararon 4 series de 15 tubos de cada micreorganismo
y con cada uno de los aceites de los diferentes pinos. Las diluciones se

realizaron por duplicado.

Se enumeraron los tubos, del 1t al 12 para evaluar las diferentes
concentraciones del aceite y el tubo 13 para el grupo control, al cual no se le
adicioné ningun tipo de aceite. Ademas se realizaron como referencia
antibidticos comerciales como control positivo el tubo 14 con gentamicina y 15

con ampicilina (cuadro 1).

Cuadrol. Concentraciones de los dos aceites gsenciales.

No. de | Concentraciones dec  aceites

tubo esenciales de P. pseudostiobus
o P. douglasiana

I 50 %

2 25 %

3 12.5 %

4 6.25%

5 3.12%

6 1.56 %

7 0.78 %

8 0.39%

9 0.19 %

10 0.09 %

11 0.04 %

12 0.02 %

I3 0% (control)

14 Gentamicina (10 pg)

15 Ampicilina (10 pg)




A todos los tubos se le agregaron 500 ulL de Caldo Soya Tripticaseina (CST).
Al primer tubo se le afiadié 500 pL del aceite de pino concentrado quedando
una concentracion al 50 % y se homogenizo, y de este tubo se tomaron 500 pL
y se adicionaron al tubo 2 resultando una concentracién de 25 % (1:2), asi
sucesivamente se hicieron diluciones seriadas hasta el tubo 12 donde se

evalud la concentracion desde el 50% hasta 0.02% de cada aceite esencial.

Enseguida a todos los tubos se le adicionaron 500 ulL de suspension del
microorganismo a probar, ajustado previamente a la escala de MacFarland,
que corresponde a 1x10° Unidades Formadoras de Colonias/mililitro (UFC/mL),
con un volumen final en cada tubo de 1mL. La escala de MacFarland, es una

precipitacion quimica de cloruro de bario y acido sulfurico.

Todos los tubos se incubaron a 37° C por 24 horas (Figura 5).

i3 Diluciones seriadas §
= > del aceite de pino a [,

probar

1

Escala de
—MacFarland

Microorganismo Ajuste del

13
I Microorganismo
Incubar 37° C/
- 24 hrs
=

Figura 5. Método de dilucién en tubo para determinar la CMI de los aceites esenciales de pinos,

donde se observa turbidez.



Transcurrido el tiempo se observé la turbidez que presentaron y se leyeron en
espectrofotometro a 620 nm de absorbancia (Spectro UV-Vis RS
Espectrophotometer UV-2500, Labomed inc.), para determinar el crecimiento

desarrollado (UFC/mL) (Figura 6).

Figura 6. Cuantificacion de UFC/mL

Se evaluo el efecto inhibidor en porcentaje de cada aceite contra los diferentes
microorganismos, tomando al control (tubo 13) solo con microorganismos como
el crecimiento al 100% y se hizo la correlacién de las lecturas obtenidas para
determinar la sensibilidad de los microorganismos a las diferentes

concentraciones de los extractos.

Se comparé la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las dos

especies de pinos con los diferentes microorganismos.



8. RESULTADOS

Se obtuvo rendimiento de los aceites esenciales, de 0.84% para P. douglasiana

y 0.72% para P. pseudostrobus.

Los resultados muestran que el aceite obtenido de P. pseudostrobus,
desarrolla fa mayor inhibicién de crecimiento de Saimonelfla Enteritidis (61.97%)
a la concentracion de 25% del aceite, en el resto de concentraciones se redujo
la inhibicién en forma directa hasta la concentracion de 1.56%:; En
concentraciones menores al 1% (0.78, 0.39, 0.09 y 0.04) se registran
inhibiciones menores al 40% {(Figura 7). A mayor (50%) y menor (0.02%)
concentracion no presenio ninguna inhibicién por lo gue se considera que la

CMl sea a la de 0.04%.

El efecto del aceite del P. pseudostrobus en S. aureus fue menor, ya que a las
mayores concentraciones (50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%) y 0.09% no
mostrd inhibicion. El mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento fue a la
concentracién de 0.04% seguido de 1.56% con un 30.05% y 26.88%
respectivamente. En el resto de las concentraciones (0.78%, 0.39%, 0.19% vy
0.02%) se registran inhibiciones menores al 21.23% (Figura 8). La CMI se

registra a la concentracién de 0.02%.
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Figura 7. Inhibicion de Salmonella Enteritidis a diferentes concentraciones del aceite esencial

de P. pseudostrobus.
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Figura 8. Inhibicién de S. aureus a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.

pseudostrobus.



En la figura 9 se muestra el efecto antimicrobiano que presento el aceite de P.
pseudostrobus contra E. coli, donde la mayor inhibicibn de crecimiento
(34.77%) fue a la concentracion de 0.78% del aceite, y a 3.12% inhibi6é 15.31%,
en las concentraciones de 0.39%, 0.19% y 0.09% se inhibe en un promedio del
10%. En el resto de las concentraciones empleadas (50%, 25%, 12.5%, 6.25%,
1.56%, 0.04% y 0.02%) no fue eficaz el aceite, por lo que se considera que la

CMI sea a la concentracion de 0.09%.

Por su parte, la levadura de Candida albicans presentoé resistencia en todas las

concentraciones probadas con este aceite esencial.
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Figura 9. Inhibicion de E. coli a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.

pseudostrobus.

Por otra parte, el aceite esencial de P. douglasiana muestran la mayor
inhibicion de crecimiento en S. aureus (72.8%) a la concentracion de 25%,
seguida del 12.5% con 52%, en 3.12%, 0.78% y 0.39% se presenta una
reduccion de forma directa, sin embargo a la concentracion de 0.19% hay un

disminucion del crecimiento bacteriano y el porcentaje de inhibicion se presenta
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con 32.76%. El resto de las concentraciones (50%, 6.25%, 1.56%, 0.09% y
0.04%) no presentaron inhibicién bacteriana (Figura 10), y a partir 0.09% no
presento ninguna inhibicion por lo que se considera que la CMI sea a la

concentracion de 0.19%.
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Figura 10. Inhibicién de S. aureus a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.

douglasiana.

El aceite de P. douglasiana no inhibid el crecimiento de E. coli a
concentraciones de 50%, 0.39%, 0.19% y 0.02%, sin embargo la mayor
inhibicion de crecimiento (58.49%) fue a la concentracion del 25%, con un
comportamiento inhibitorio directo de las concentraciones del 12.5% hasta
0.39%. A la concentracion de 0.09% y 0.04% se mantienen en un promedio del
40% de inhibicién (Figura 11), y a 0.02% no presento ninguna inhibicién por lo

que se considera que la CMI sea a la concentracion de 0.04%.

En la figura 12 se muestra el efecto antimicrobiano del aceite esencial de P.
douglasiana en S. Enteritidis. En donde se observa que a concentraciones
mayores (50%, 25%, 12.5%, 6.25%) no hubo inhibicién, hasta la concentracion
de 3.12% fue la mayor inhibicion (33.68%), y la concentracion de 0.78% y

0.19% muestran poca inhibiciéon (3.34%, 13.75% respectivamente). El resto de
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las concentraciones (0.09%, 0.04% y 0.02%) mantuvieron una inhibicion

uniforme del 20%. La CMI fue a 0.02%.
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Figura 11. Inhibicibn de E. coli a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.
douglasiana.
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Figura 12. Inhibicién de S. Enteritidis a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.
douglasiana.
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La cepa de C. albicans, se mostr6 mas resistente en casi todas las
concentraciones, excepto en la concentracion del 25% (64.87%), seguida por la
concentracion de 12.5% inhibiendo un 3.7%, por lo que se considera que la

CMI sea a la concentracion de 12.5%. En 0% se representa el grupo control

(Figura 13).
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Figura 13. Inhibicion de C. albicans a diferentes concentraciones del aceite esencial de P.

douglasiana.

Como se puede observar en los cuadros 2 y 3 se compara la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Pinus pseudostrobus y Pinus
douglasiana con los diferentes microorganismos, observandose un mayor
efecto del aceite esencial de P. pseudostrobus a concentraciones bajas para
bacterias Gram positivas y Gram negativas. La levaduras de C. albicans solo

fue sensible al aceite esencial de P. douglasiana.
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Cuadro 2. Accidn del aceite esencial de Pinus pseudostrobus Lind

Microorganismo Dilucion Inhibicion  de
(%) crecimiento (%)

Staphylococcus aureus 0.04 30.0

Escherichia coli 0.78 34.77

Salmonella Enteritidis 25.0 61.97

Candida atbicans Todas Resistente

Cuadro 3. Accion det Aceite esencial de Pinus douglasiana Martinez.

Microorganismo Dilucion Inhibicion  de
(%) crecimiento (%)

Staphylococcus aureus 25.0 72.8

Escherichia coli 25.0 58.49

Salmonelfa Enteriditis 3.12 33.68

Candida albicans 25.0 64.87

34



9. DISCUSION

Los aceites esenciales estan contenidos en glandulas o vesiculas secretoras
inmersas en los tejidos de las hojas, flores, corteza (pericarpio) y semillas de
los frutos de muchas especies. Las plantas pueden producir aceite esencial
para muchos y diversos fines; por un lado protegen a la planta de plagas,
enfermedades e inclusive de la invasidon de otras plantas, para atraer insectos vy
aves ({polinizantes). Estas cualidades de proteccion y atraccion, se ven
reflejadas en propiedades: antiseplicas, antiinflamaterias, antidepresivas,
afrodisiacas y ofras, presentes en mayor o menor grado en la totalidad de los
aceites. El hombre desde la antigledad ha usado sustancias naturales
extraidas de las plantas, como los aceites esenciales, para combatir
enfermedades. Hoy en dia, estas sustancias han perdido su uso debido a la
aparicidn de sustancias quimicas, no obstante, tienen la ventaja de que no

representan un peligro para la vida y salud del hombre (Toribio, et a/, 2005).

El surgimiento de cepas resistentes y la capacidad de provocar enfermedad
estan relacionados con el ampiio uso de los antibidticos, ademas de su enorme
potencial para desarrollar resistencia (Garcia, ef al, 2007). Por lo tanto, ha
surgido la necesidad de hacer frente este problema, ha llevado a
investigadores y a la industria farmacéutica a buscar nuevas sustancias con
actividad antimicrobiana. Las plantas superiores han constituido durante siglos
la principal fuente de agentes medicinales, y muchas de ellas son utilizadas

como quimioterapeutico {Toribio, et af, 2005).

Los aceites esenciales del pino (Pinus pinaster Sol y Pinus sylvestris L}, por
varios estudios farmacolégicos y bioguimicos han demostrado que estan
indicados para afecciones de las vias respiratorias como tos, bronquitis agudas
y cronicas, ademas en caso de reumatismo y neuralgias (Schrickel y Bittner,
2001). Por otra parte, Macchioni, et a/, (2002) evaluaron la actividad acaricida
del aceite esencial de cuatro especies de Pinus sobre una plaga (Tyrophagus
putrescentiae). En el 2005, Leyva y colaboradores evaluaron el efecto larvicida

de 2 pinaceas endémicas como una alternativa en el control de insectos
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vectores de enfermedades (Aedes aegypll) y disminuir la aplicacién de

insecticidas sintéticos.

El aceite esencial de Pinus sylvestris es el mas estudiado y conocido por sus
efectos bioldgicos hacia la salud, tiene propiedad de desinfectante,
expectorante y antiséptico, utilizado para el sistema respiratorio y en el sistema
genitourinario (Frescuet, et al, 1996). Sin embargo, no existen trabajos de
referencia sobre la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de los

pinos que constituyen una tendencia actual como alternativa.

Para la obtencidén del aceite esencial de Pinus pseudostrobus Lind y Pinus
douglasiana Martinez, se llevo acabo por el método de destilacion por arrastre
de vapor que por efecto de la temperatura del vapor (100 °C) en un cierto
tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el aceite esencial {(Sanchez, 2006).
Se coloca agua en la parte inferior del tanque extractor, posteriormente una
parrilla que soporta el material vegetal, que debe ser fresco y cortado en
pequefios trozos (Barindelli, 2010). La salida de vapores, que puede ser lateral
al tanque o ubicarse en la tapa del mismo, pasa a un serpentin & espiral
enfriado por agua y posteriormente, el vapor condensado y el aceite esencial
se recolectan en un separador de fases, el cual debe de tener la suficiente
altura y diameiro para evitar la pérdida de aceite y ademas permita la

recoteccion del mismo. (Sanchez, 2006).

Luego de obtener los aceites esenciales de Pinus pseudostrobus Lind y Pinus
douglasiana Martinez, se probo la actividad antimicrobiana de los mismos,
frente a diferentes cepas bacterianas de interés hospitalario {Streptococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis y Candida albicans). Estos
fueron comparados ante sustancias de referencia de actividad antimicrobiana

conocida, que fueron ampicilina y gentamicina.

Los datos del presente trabajo mostraron que el aceite esencial de Pinus
pseudostrobus Lind, dentro de las concentraciones que se evaluaron del 50%
al 0.02%, es mayor su efecto inhibitorio a concentraciones bajas, excepto en

Salmonella Enteritidis, donde su actividad antimicrobiana fue en una de las
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concentraciones mas altas del 25%; y en Candida albicans se observo una

resistencia en todas las concentraciones realizadas.

Por otra parte, para el aceite esencial de Pinus douglasiana Martinez a las
mismas concentraciones se observo que a mayor concentracion del aceite es
mayor su efecto antimicrobiano, solo en Salmonella Enteritidis se presento una
inhibicion significativa a la concentracién de 3.12% con un 33.68% de
inhibicion, siendo este el porcentaje mas bajo. Staphylococcus aureus fue el
mas sensible de los cuatro microorganismos que se manejaron, ya que
presentd el 72.8% de inhibicibn en la concentracion del 25%. A la
concentracién del 25%, Escherichia coli y Candida albicans, presentaron el
58.49% y 64.87% de inhibicién respectivamente estas se mostraron menos

sensibles, en comparacion con Staphylococcus aureus la misma dosis.

Datos similares son reportados por Toribio (2005) en su evaluacion de la
actividad antimicrobiana con Verbesina encelioides, en la que utilizo
concentraciones crecientes del exfracto vegetal donde observd la actividad
antimicrobiana mas notoria sobre microorganismos Gram positivos (S. aureus),
y Candida albicans, que contra bacterias Gram negativas (E. cofi, S.
Enteritidis). Esta diferencia entre las respuestas de las bacterias a los
tratamientos, podria deberse a la composicion de la pared celular, que

presentan Gram positivas y Gram negativas (Vera, et al, 2007).

Por otra parte, han realizado diversas investigaciones para evaluar la actividad
antimicrobiana de diferentes aceites esenciales y muchos de sus componentes,
especialmente mono y sesquiterpenos. El efecto inhibitoric de varios
terponoides sobre el consumo de oxigeno de los microorganismos vy la
fosforilacion oxidativa ha sido demostrada. En particular alcoholes fendlicos y
no fendlicos (de origen terpenoide) exhibieron fuertes efectos inhibitorios

seguidos por aldehidos y cetonas (Vera, ef al, 2007 y Maguna, et al, 2006).

En los pinos, los terpenocides, son el principal compuesto del aceite, y pueden
constituir hasta un 85% de la composicidon quimica total, mientras que el resto

de los componentes se presentan como trazas (Zekaria, 2007). Esta actividad
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bioldgica puede variar desde la inhibicion completa o parcial del crecimiento
microbiano hasta la accion bactericida © fungicida. Sin embargo el mecanismo
de accion especifico de estos compuestos aun no ha sido claramente
caracterizado. Aunque actualmente se propone como posible sitio de accion fa
membrana celular donde los terpenocides surtirian efecto desencadenando una
serie de procesos que podrian arribar a la muerte bacteriana. Es de mencionar
también que en la actualidad la resistencia de los microorganismos a los
farmacos existentes tiende a incrementarse, razén por la cual se mantiene el
impetu en la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos par.é combatir las
infecciones y superar los problemas de resistencia bacteriana y los efectos
secundarios de algunos agentes disponibles actuaimente (Maguna, et al,

2006).

Los datos de los antimicrobianos de referencia probados en comparacion con
los aceites esenciales de pinos, mostraron una accion similar a los controles de
gentamicina y ampicilina. Los efectos biolégicos que presentan los aceites
esenciales de los pinos en organismos vivos, depende cierfamente de la dosis
que se administre. Las dosis relativamente reducida (100 a 200 ppm) parecen
tener mayor efecto antibacteriano, mientras que las dosis superiores no

producen necesariamente un mejor efecto (Zekaria, 2007).

La actividad sobre las cepas analizadas en este estudio de estafilococos,
bacterias gram negativas y Candida albicans depende de la concentracion a
utilizar. Los resultados indican que los aceites esenciales de pinos pueden ser
una alternativa a los productos farmacéuticos y asi evitar el surgimiento de
cepas resistentes y la capacidad de producir enfermedad estan fuertemente
relacionados con el amplio uso de los antibidticos, ademas de su enorme

potencial para desarrollar resistencia y multirresistencia (Garcia, et al, 2007).

Todo lo anterior nos lleva a la necesidad de conocer mas acerca de las plantas
medicinales y sus beneficios a la salud, esto ha contribuido a la realizacion de
estudios que evalten la actividad farmacolégica contra lo que actian en un
organismo vivo y desde luego la dosis efectiva para combatir un padecimiento

dado.
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El presente trabajo dara pauta a seguir investigando sobre los aceites que se
analizaron de Pinus pseudostrobus Lind y Pinus douglasiana Martinez, en su
aplicacién en organismos vivos para definir asi, dosis adecuadas hacia los
microorganismos patdégenos. Los resultados sugieren un potencial terapéutico
de los aceites esenciales de estas especies de Pinus debido a su actividad
frente a los diferentes microorganismos, lo que se deberian realizar estudios de

las condiciones agronomicas, de rendimiento y calidad del aceite esencial.

TESISICUCBA



10. CONCLUSIONES

+« Se logro obtener el acette esencial de Pinus douglasiana Martinez vy
Pinus pseudostrobus Lind, por el método de arrastre de vapor con un
rendimiento de 0.84% para P. douglasiana y 0.72% para P.

pseudostrobus.

« El aceite esencial de Pinus pseudostrobus Lind a bajas concentraciones
tiene el mejor efecto de inhibicién en Salmonella Enteritidis y se observa

resistencia de Candida albicans al mismo.

¢« El aceite esencial de Pinus douglasiana Martinez presenta mayor
inhibicidn a concentraciones altas de 25% en Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Candida albicans; y a 3.12% en Salmonella Enteritidis.
+ De los dos aceites esenciales que se pusieron a prueba, Pinus

douglasiana Martinez fue el que mostré mayor actividad antimicrobiana

ante los microorganismos de prueba.
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