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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia.
En el caso particular de México, el uso de las plantas medicinales se describe
desde la época prehispanica, se ha estimado que existen cerca de 30 000
especies de plantas de las cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista
document6 aproximadamente 3 000 con usos medicinales y segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud alrededor del 80% de la poblacion mundial
utiliza la medicina tradicional para atender las necesidades primarias de
asistencia médica existiendo una tendencia hacia lo natural que afecta al uso
de los vegetales como terapia alternativa de infinidad de dolencias. El cuidado
de la salud debe ser integral y por ende el componente de salud bucal queda

incluido en esta concepcion.

A pesar de las mejoras en los servicios de salud, existen grandes
desigualdades de acceso a éstos lo cual mantiene a mas de la mitad de la
poblaciéon mexicana con algun padecimiento de la cavidad oral que pudiera ser
evitable. Las caries dentales y las enfermedades periodontales, son los
padecimientos que se presentan con mayor incidencia y prevalencia
concentrados principalmente en los grupos de la poblacion menos favorecidos,
lo cual constituye un grave problema de salud publica. El uso de antibi6ticos
para tratar estos padecimientos representa una de las mejores opciones. Sin
embargo, la aparicién de cepas resistentes y los efectos colaterales de los
antibiéticos hacen necesaria la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antibacteriana. En este sentido las plantas medicinales representan una
alternativa al uso de antibi6éticos convencionales para el descubrimiento de
nuevos agentes antibacterianos de interés clinico para el tratamiento de

enfermedades infecciosas.

El presente trabajo surgi6 como parte de un proyecto que plantea la
investigacién fitoquimica de las hojas de la especie Psidium guajava como una

fuente potencial de compuestos con actividad antibacteriana sobre bacterias



INTRODUCCION

patdgenas de la cavidad oral. La seleccidon de la especie P. guajava se realiz

con base en un criterio etnobotanico.
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Biopelicula

La placa dental es el término comunmente utilizado para la presencia de la
biopelicula en los dientes. Consiste en una compleja comunidad microbiana

embebida en una matriz de polimeros (Jass et al., 2003).

En una boca saludable, la superficie disponible para la colonizacién es el
esmalte, un tejido duro y altamente calcificado. El esmalte de los dientes
segundos después de limpiarlos se cubre con una pelicula formada por las
moléculas presentes en la saliva, las cuales se unen selectivamente a la
superficie del diente; por ejemplo proteinas ricas en prolina, histatina y
estaterina las cuales actuan para promover la adherencia de algunas bacterias
importantes (Actinomyces naeslundi, Streptococcus mutans y algunos
microorganismos anaerobios pigmentados de negro). Una vez que las
bacterias libres flotantes se adhieren a la superficie percibida, elaboran sefales
quimicas para coordinar la diferenciacion y formacién de estructura de la
biopelicula, incluyendo la sintesis de una cubierta protectora de naturaleza
polisacarida (Jass et al., 2003).

En casi todos los casos, la biopelicula desempefia un papel fundamental en la
supervivencia y la propagacién de los microorganismos en el interior del
huésped. Ello se debe a la proximidad fisica de otras células ya que favorece
las interacciones sinérgicas incluso entre miembros de especies distintas, la
transferencia horizontal de material genético entre microorganismos y la
utilizacion  conjunta de subproductos metabdlicos. La matriz de
exopolisacaridos (EPS) que opera a modo de escudo ofrece proteccién a las
bacterias patégenas ante los cambios del entorno (humedad, temperatura y
pH) y proteccion frente al sistema inmunitario de un huésped infectado o frente
a depredadores. Las biopeliculas destacan también por su resistencia a
concentraciones extraordinariamente elevadas de antibiéticos, que, incluso a
dosis menores, resultan letales para sus homoélogos plancténicos (Harrison et
al., 2006).
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La matriz incorpora grandes cantidades de agua en su estructura, llegando a
representar el 97% de la biopelicula. Ademas de agua y microorganismos, la
matriz esta formada por exopolisacaridos (EPS), los que constituyen su
componente fundamental y son producidos por los propios microorganismos
que contiene la biopelicula. En menor cantidad se encuentran macromoléculas
como proteinas, acido nucleicos y diversos productos que proceden de la lisis
bacteriana (Nazar, 2007).

2.1.1 Formacion de las biopeliculas

El ciclo vital de los biopeliculas puede ser dividido en 3 partes: adhesién,

crecimiento y separacién o desprendimiento:

Primera fase (adhesién, 0-4 horas). Inicialmente se lleva a cabo via fuerzas
fisicoquimicas entre la bacteria y la superficie del diente recubierta incluyendo
fuerzas atractivas de Van der Waals. De manera adicional, una alta
hidrofobicidad de la superficie puede facilitar la adhesién. Una vez que las
bacterias perciben una superficie, proceden a formar una unién activa via

apéndices, como fimbrias, flagelos o pili (Nazar, 2007 y Wilson et al., 2003).

La motilidad otorgada por flagelos, ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie
en las etapas iniciales de la adhesion, siendo su funcion principal vencer las
fuerzas de repulsion mas que actuar como adherente. Sin embargo, la
motilidad no parece ser un requisito esencial, puesto que las bacterias Gram
positivas inmoviles, como estafilicocos, estreptococos y micobacterias, también
poseen la capacidad de formar biopeliculas. En el caso de las bacterias Gram
positivas se ha descrito en esta primera etapa, la participacién de proteinas de
superficie (Nazar, 2007).

El grupo de S. sanguis representa un buen ejemplo de colonizadores primarios
que se adhieren a la pelicula utilizando dos pasos cinéticamente distintos. El
primer paso involucra una interaccidn reversible con la superficie del esmalte
recubierto con la pelicula, mediado por fuerzas electrostaticas e hidrofdbicas, el
segundo es un cambio dependiente del tiempo a un estado de unién de mayor
afinidad; esto involucra multiples adhesinas en la superficie del diente y no es
dependiente de la hidrofobicidad (Jass et al., 2003).

4
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La adhesion firme resulta de interacciones estereoquimicas especificas entre
las moléculas, (adhesinas) sobre la superficie celular de los microorganismos y
receptores en la pelicula. La Unica bacteria detectada a esta etapa temprana
son cocos O cocobacilos, y siempre se encuentran localizados en las

depresiones de la superficie del esmalte (Wilson et al., 2003).

Se ha descrito que la colonizacién microbiana parece incrementar a medida
que aumenta la aspereza de la superficie, esto seria debido a que el area de
superficie se torna mayor (Nazar, 2007).

Durante la segunda fase de crecimiento (4 - 24 horas), la bacteria una vez
adherida comienza a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio
de union formando una microcolonia. Incluso después de ocho horas
Unicamente pequefios grupos de microorganismos se encuentran en la
superficie. EI numero de bacterias comienza a incrementar rapidamente
después de 8 - 12 horas y gradualmente forma una monocapa sobre la
superficie. A medida que las células se dividen y colonizan la superficie, las
bacterias comienzan a elaborar un exopolisacarido que constituye la matriz de
la biopelicula, y éste comienza a desplegarse en una formacién tridimensional

generando estructuras similares a setas (Nazar, 2007 y Wilson et al., 2003).

Finalmente, la tercera etapa (desprendimiento), después que la biopelicula ha
alcanzado la madurez, algunas células ya sea aisladamente o en
conglomerados bacterianos, se liberan de la matriz para colonizar nuevas
superficies cerrando el proceso de formacién y desarrollo de la biopelicula. El
desprendimiento puede ser resultado de fuerzas externas a la biopelicula o de

proceso activos inducidos por éste.
Los tres mecanismos principales para generar desprendimiento son:

(a) Erosién o deslizamiento: remocién continua de pequefnas partes de la

biopelicula
(b) Separacion: remocion rapida y masiva.

(c) Abrasion: liberacién por colision de particulas del liquido circundante con la

biopelicula. La separacién es menos frecuente que la erosién y, se piensa que
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resulta de depletar los nutrientes u oxigeno al interior de la biopelicula (Nazar,
2007).

2.1.2 Estructura de la biopelicula

La biopelicula estructuralmente estd constituida por multiples especies
microbioldgicas, los espacios intercelulares o canales, los cuales se han
comparado con el sistema circulatorio de organismos superiores y la matriz
extracelular que lo rodea compuesta por una mezcla de exopolisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos y otras sustancias (Herrera, 2004). Muchas
bacterias son capaces de producir exopolisacaridos (capsulas) o excreciones
celulares que rodean los ambientes. Entre los beneficios atribuidos a los
exopolisacaridos como parte integral de la estructura organizacional se destaca
el que actlan como un mecanismo de concentracién de nutrientes, pero el
mecanismo como tal por el cual desarrollan sus actividades es desconocido:
previenen el acceso directo de ciertos agentes antimicrobianos o restringen la
difusién de los componentes al interior de la biopelicula, contienen metales,
aniones, cationes y toxinas que pueden ser la clave para la transferencia de
estos al ecosistema y actian como protectores de una gran variedad de
condiciones de stress ambiental como rayos ultravioleta, cambios de pH, shock
osmdtico y desecacién (Herrera, 2004).

2.1.3 Mecanismos de resistencia de la biopelicula

La infeccién por las biopeliculas es dificil de erradicar dada su resistencia,
definida como la habilidad de un microorganismo para crecer en presencia de
una elevada concentracion de un agente antimicrobiano, o un pequeno grupo
de cepas en las cuales la concentracion minima inhibitoria (MIC) se ha
incrementado. En una biopelicula la susceptibilidad a los antibi6ticos puede
disminuir de 10 a 1000 veces (Herrera, 2004).

Los mecanismos por los cuales se hacen resistentes aun no son
completamente claros pero se han considerado: la inhabilidad de los
antibioticos de penetrar todas las areas de la biopelicula, la inactivacion de
antibiéticos por polimeros extracelulares o modificaciones enzimaticas, la baja

disponibilidad de nutrientes lo que contribuye a una baja tasa de crecimiento,
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los cambios fenotipicos que adquiere la poblacion bacteriana dentro de la

biopelicula y la persistencia bacteriana (Herrera, 2004).

La penetracién es restringida debido a que la matriz de exopolisacaridos limita
la difusibn de las sustancias. Por otra parte, la carga negativa de los
exopolisacaridos es muy efectiva en la proteccion celular contra los antibioticos
cargados positivamente como los aminoglucésidos, por restriccion de la
permeabilidad durante toda la union (Herrera, 2004).

Otro factor considerado como responsable de la resistencia de las biopeliculas
es la disminucion de la tasa de crecimiento, virtualmente todos los antibiéticos
son muy efectivos en el ataque rapido de las células en crecimiento, condicion
que es absolutamente requerida por algunos antibiéticos para poder atacar. La
penicilina y la ampicilina no atacan células que no estén en crecimiento y la

tasa de ataque es proporcional a la tasa de crecimiento.

En algunas biopeliculas la poblacion de bacterias es heterogénea con respecto

a la fase de crecimiento y cubre desde el espectro rapido hasta la fase
metabdlica inactiva. Debido a que la biopelicula esta influenciada por el
transporte de nutrientes, las células en las orillas de una microcolonia son las
mas activas y las células en las profundidades de la microcolonia pueden
permanecer inactivas estando bien posicionadas para contribuir a la
supervivencia de ésta después de un tratamiento con antibi6ticos (Herrera,
2004).
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2.1.4 Estrategias terapéuticas futuras

El reconocimiento de que los organismos que forman las biopeliculas son las
responsables de un grupo significativo de enfermedades humanas posibilita la
busqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y prevencién, como
podria ser el inhibir la adhesion mediante la alteracidén de la superficie o inhibir
la persistencia, teniendo como blanco a los genes responsables de la expresidn
de estas caracteristicas, pero ésta no es facil, ya que ellos varian en las
diferentes especies haciendo que el prondstico de un tratamiento universal de
la infeccion por las biopeliculas sea poco alentador en un futuro inmediato
(Herrera, 2004; Nazar, 2007).

Cuadro 1. Ejemplos de compuestos antibacterianos aislados de plantas.

Fuente Compuesto Microorganismo de prueba Referencia
Croton cajucara Linalool Candida albicans Alviano,
2005
Croton cajucara Aceite esencial ricoen  Candida albicans Alviano,
linalol Lactobacillus casei 2005

Staphylococcus aureus
Phorphyromonas gingivalis
Streptococcus mutans

Mussaenda Acido 28-O-B-D- Porphyromonas gingivalis. Kim, 1999
macrophylla glucopiranosil-16a-

hidroxi-23-

deoxiprotobasico
Mussaenda Acido-3-O- 3-D- Porphyromonas gingivalis. Kim, 1999

macrophylla  glucopiranosil-28-O-a-
L-rhamnopiranosil-16a-
hidroxiprotobasico

Mussaenda Acido-3-O-acetil Porphyromonas gingivalis. Kim, 1999
macrophylla oleandlico

Mussaenda 3-O-acetildaturadiol Porphyromonas gingivalis. Kim, 1999
macrophylla
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Cuadro 1. Ejemplos de compuestos antibacterianos aislados de plantas
(continuacién).

Fuente Compuesto Microorganismo de prueba Referencia
Punica granatum  Quercetina Bacillus subtilis Naz, 2007
Corynebacterium diphyheriae
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis

Sreptococcus pneumoniae

Punica granatum  Miricetina Micrococcus lysodiectius Naz, 2007
Staphylococcus epidermidis
Enterococus faecium
Escherichia coli Proteus
mirabilis Salmonella typhi
Shigella dysenteriae

Punica granatum  Acido galico Staphylococcus aureus Naz, 2007
Enterococcus faecalis

Staphylococcus epidermidis
Enterococus faecium

Mussaenda Acido 16 a- Porphyromonas gingivalis. Kim, 1999
macrophylla hidroxiprotobdsico.

Arnebia B- Amirina Escherichia coli. Jain et al.,
hispidissima 2003

2.2 Antecedentes de Psidium guajava (guayaba)

Psidium guajava L. (Mytraceae) es una especie nativa de México. El guayabo
es un arbol pequefio de 4 a 10 m de altura, cuya corteza es lisa, café y
delgada, las hojas son opuestas, duras, cortas, ovales con venas prominentes
5 - 15cm de largo. Las flores son llamativas, solitarias, blancas o cremosas y
olorosas con estambres numerosos y los pétalos son numerosos de 2 cm de
largo. Sus frutos son globosos o piriformes de 3 a 6 cm de didmetro; contiene
una pulpa blanco amarillenta o rosada, de consistencia gomosa; sabor dulce y
olor penetrante, con numerosas semillas pequefas y duras (INI, 1994;
Martinez, 1996). La especie es conocida comunmente como guayaba o
guayabo; guayabilla, guayabilla cimarrona, guayabo, guayabo morado, palo de
guayabo blanco. En el estado de Chiapas se le denomina como: pata, pocs-
cuy, potoj, potos, pox, sumbadam, en Guerrero como: xaxokotl, xolxocatl; en
Hidalgo: xalxocotl (nahuatl); Michoacan: enendi (purépecha); Morelos: coloc,
jaljocote, pichi, xalxécotl; Nayarit: ca-aru (cora), ushca-aru (tepehuano);
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Oaxaca: lacow (huave). goyavier en Francia; guave, guavenbaum, guayave en
Alemania, banjiro en Japdn; goiba, goiabeiro en Portugal; guaiaba en Brasil;
guava en inglés (INI, 1994; Martinez, 1996; Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

La guayaba se encuentra ampliamente distribuida en Centro y Sudameérica,
Europa, Africa y Asia. Crece en areas tropicales y subtropicales en el mundo,
se adapta a diferentes condiciones climaticas, pero prefiere climas secos
(Pérez-Gutiérrez et al., 2008). Su uso medicinal ha sido reportado en sistemas

indigenas medicinales en América principalmente.
2.2.1 Uso en la medicina tradicional

La guayaba se utiliza en diversas partes del mundo con fines terapéuticos y es
conocida principalmente por sus propiedades antiespasmédicas y
antimicrobianas en el tratamiento de diarrea y disenteria (INI, 1994; Pérez-
Gutiérrez et al., 2008; Martinez, 1996). También es utilizada como agente
hipoglicémico (Pérez-Gutiérrez et al., 2008). Diversos estudios farmacol6gicos
han descrito actividades antioxidantes, hepatoprotectivas, antialérgicas,
antimicrobianas, antigenotoxicas, antiplasmodicas, cardioactivas, antitusivas,
antidiabéticas y antiinflamatorias (Pérez-Gutiérrez et al., 2008). Estas
actividades sugieren un amplio rango de aplicaciones clinicas para el
tratamiento infantil de diarrea, diabetes, enteritis rotaviral, hipertensién, caries,

heridas, dolor, reduccion de la fiebre (Pérez-Gutiérrez, 2008).

En México la guayaba se utiliza para tratar mas de 40 padecimientos y es
utilizada con frecuencia en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales,
principalmente diarrea. El tratamiento consiste en hacer una decoccién o
infusién con las hojas del guayabo y administrarla por via oral tres veces al dia
0 como agua de uso. Esta practica fue heredada de la medicina practicada por
los Aztecas (Lozoya et al., 2001).

Las hojas se aplican en heridas, para atenuar el dolor reumatico y también
pueden ser masticadas para aliviar el dolor de dientes ya que poseen un débil
efecto sedante (Pérez-Gutiérrez et al., 2008). La infusién de las hojas es
utilizada para reducir los niveles de glucosa en diabéticos. El uso de la infusién

caliente es muy comun entre las personas de Veracruz (Pérez-Gutiérrez,
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2008). En el caso de enfermedades con fiebres altas y continuas, fiebre con
dolor de cabeza y cuerpo se recomienda beber el té de guayaba. (INI, 1994). El
fruto consumido en ayunas o cocido actia como desparasitante, contra

lombrices y amibas (INI, 1994).

La decoccién de la corteza y de las hojas se utiliza para tratar dafos en la piel.
Entre los padecimientos de la piel que son tratados con la decoccién aplicada
de forma local, lavados, enjuagues o cataplasmas, se encuentran la caida del
cabello, granos, salpullido, jiotes, acné, prurito, sarampién, escarlatina y sarna
(IN1 1994; Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

2.2.2 Estudios fitoquimicos previos
2.2.2.1 Frutos

Las guayabas se caracterizan por su bajo contenido en carbohidratos (13.2%),
grasas (0.53%), y proteinas (0.88%) y por un alto contenido de agua (84.9%).
El valor alimenticio por cada 100 g es: Calorias 36 - 50 kcal, humedad 77- 86 g,
fibra 2.8 - 5.5 g, calcio 9.1 - 17 mg, fésforo 17.83 mg, hierro 0.30 - 0.70 mg,
vitamina A 200-400 |.U., tiamina 0.046 mg, riboflavina 0.03-0.04 mg, niacina
0.6-1.068 mg, acido ascorbico 100 mg, vitamina B3 40 I.U. El manganeso se
encuentra presente también en la planta en combinacién con los acidos:

fosférico, oxalico y malico (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

En el aceite esencial del fruto del guayabo se han reportado: Hexanal (65.9%),
y- butirolactona (7.6%) 2- hexenal (7.4%) (E, E)- 2 -4 hexadienal (2.2%), (£)-3
hexenal (2%), (£2)-2 hexenal (1%), (£) —3—hexenil acetato (1.3%) y fenol (1.6%),
3-cariofileno (24.1%), nerolidol (17.3%), 3-fenil propil acetato (5.3%) y 6xido de
cariofileno (5.1%) (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

Por otra parte, los cambios en la composicién quimica y las actividades de
enzimas hidroliticas durante cuatro etapas diferentes de maduraciéon han sido
estudiados en frutos de guayaba. Los resultados obtenidos muestran un
decremento en el contenido de clorofila y un incremento en el contenido de
carotenoides durante la maduracién. El contenido de almidén disminuye y se

observa un incremento concomitante de azlcares solubles en alcohol. Es
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importante mencionar que los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina
también disminuyen durante la maduracion (Jain et al., 2003).

2.2.2.2 Piel del fruto

La piel del fruto presenta como principal constituyente acido ascérbico. Este
acido se encuentra también en la carne firme y en bajo contenido en la pulpa.
El proceso de enlatado o alguno en el que se utilice calor, destruye
aproximadamente 50% del acido ascérbico (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

2.2.2.3 Hojas

Las hojas contienen principalmente componente volatiles como el a-pineno, B-
pineno, limoneno, mentol, alcohol isopropilico, B-cariofileno, B-bisaboleno,
cineol, 6xido de cariofileno, B-copaeno, humuleno, selineno, farneseno,
cardineno, curcumeno, nerolidiol y aromandreno (Zakaria y Mohd, 1994; Li et
al., 1999). Por otra parte, de extractos organicos de las hojas se han aislado y
caracterizado metabolitos de tipo flavonoide (avicularina, guaijaverina,
caempferol-3- glucésido, quercetin-3-O-a-L-arabinopirandsido, y quercetina),
triterpenos (acido oleandlico, uvaol, acido goreisico, guajavélido), triterpenos
glicosilados de tipo oleanano y esteroles (3 - sitosterol). Ademas, de las hojas
se han obtenido aceites fijos (6%), resinas (3.15%), taninos (8.5%), grasas,
celulosa, taninos, clorofila y sales minerales (Arima y Danno, 2002; Iwu, 19983;
Oliver-Bever, 1986).
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Figura 1. Fruto del guayabo (A) y flor del guayabo (B).

2.2.3 Actividad bioldgica
2.2.3.1 Antimicrobiana

Estudios previos han demostrado los efectos inhibitorios de los extractos
acuosos y alcohdlicos de la raiz y las hojas de Psidium guajava sobre el
crecimiento de las bacterias multirresistentes Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Shigella spp, y Escherichia coli. Estas
bacterias son los agentes causales de infecciones intestinales en humanos
(Chah et al., 2006).

Cuadro 2. Actividades biolégicas encontradas para Psidium guajava.

Actividad biolégica Referencia. ‘
Acné Qadan et al., 2005
Antidiarréico Heinrich, 1998, Coutifio et al., 2001,
Zhang et al., 2003, Goncalves et al.,
2005
Antimalarico Ponce et al., 1994, Tona et al., 1998 ,
Nundkumar et al., 2002
Antinociceptivos Lutterdot, 1988, Shaheen et al., 2000
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Cuadro 2. Actividades biolégicas encontradas para Psidium guajava
(continuacion).

Actividad biolégica Referencia. ‘

Antigenotéxicos y antimutagénicos Grover y Bala, 1993, Bartolomé et al.,

2006
Antioxidante Quian et al., 2004
Antitusivo Jaiarj et al., 1999
Cardiovasculares Ojewole, 2005
Hepatoprotectivo Roy et al.,2006
Anti hiperglicémico Cheng y Yang, 1983 Mukhtar et al.,

2004, Hsieh et al., 2007

2.2.4 Efectos en la placa dental:

La adhesion de colonizadores tempranos de la placa dental a la superficie del
diente tiene un papel importante en la iniciacién del desarrollo de la placa
dental. Las propiedades hidrofébicas de la pared celular de la bacteria son
indirectamente responsables de la adhesién de la bacteria a la pelicula
adquirida en la superficie dental. El tratamiento de los colonizadores tempranos
con 1 mg/mL de un extracto acuoso de las hojas de Psidium guajava reducen
la hidrofobicidad de la superficie celular de Staphylococcus sanguis, y
Actinomyces sp. por 54.1%, y 40.6% respectivamente (Razak et al., 2006).

Estos resultados proveen alguna razén cientifica para utilizarlos en el
tratamiento de enfermedades dentales y sugieren que el extracto de las hojas
de guayaba puede inhibir la caries inducida por Streptococcus, por lo tanto
pueden ser benéficos para el cuidado dental.

Uno de los factores fisiol6gicos de la generacién de caries por Streptococcus
mutans es la habilidad de generar &cidos y de funcionar a pH bajo. La
guaijaverina ha demostrado reducir la produccién de acidos generados por S.
mutans inhibiendo la enzima relacionada con los sistemas glicolizadores de S.
mutans previniendo la degradacién de la sacarosa e inhibiendo la glicélisis. La
guaijaverina también ha disminuido la hidrofobicidad de S. mutans

probablemente uniéndose a proteinas de la superficie celular.
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Se sabe que los flavonoides poseen actividad inhibidora de las
glucosiltransferasas, estas enzimas son las responsables de la produccion de
glucanos que promueven la adherencia firme de S. mutans a la superficie
dental. (Prabu et al., 2006)

Se han identificado fitoconstituyentes importantes con aplicacién medicinal. Los
metabolitos que han mostrado poseer actividades utiles pertenecen

principalmente a flavonoides, carotenoides, terpenos y triterpenos.

Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo.

Compuesto Estructura Localiza- Referencia
cibnenla

planta

Hojas y Prabu et al.,
Fruto 2006

Guaijaverina

OH

HO

OH

Hojas Dweck,
2001

Avicularina
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Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo

(continuacién).

Compuesto Estructura Locali- Referen-
zacion cia
Morin — 3 — o Hojasy Arima &
OL- » . ‘ Fruto Danno,
arabinopira | 2002
nosida . on
OH (¢} °
B-caroteno Hojasy Merca-
fruto. dante et
al., 1999
Luteina \ " Hojasy Merca-
A\)\/\/M\/YV\\@ fruto dante et
E J ’ al., 1999
Licopeno Hojasy Merca-
N N N e S G N N AN N
: CH3 CH3 CH3 CH3 frUtO. dante et
al., 1999
B- criptoxan Hojasy Merca-
tina -, fruto. dante et
al., 1999
Rubixantina Hojasy Merca-
L. fruto. dante et
al., 1999
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Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo

(continuacién).
Compuesto Estructura Localiza- Referencia
cionen
la planta
Criptoflavina

HiC,

| Hojas y Mercadante
NSNS fruto, etal., 1999
Acido Hojas Dweck,
Ursdlico 2001
B-sitosterol: Hojas Dweck,
2001
CHs
Uvaol: g Hojas y Pérez-
: fruto. Gutiérrez et
al., 2008
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Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo

(continuacién).

Compuesto Estructura Localiza- Referenci
cionen a

la planta

Acido Hs Hojasy  Pérez-

Goreisico HsC fruto. Gutiérrez
‘ et al., 2008

CHs

Ao

H O/// 1,
' OH

Ol
juny
&

HO “,
cT ACH3

Guajavoli- Hojas. Begum et
do al. ,2004
Acido Hojas. Begum et
guavenoico al., 2004

HO,, ",

1,,

HO

OH

/ /////II”

OH
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Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo

(continuacién).

Compuesto Estructura Localiza- Referenci
cibnenla a
planta
Acido g Hojas y Begum et
asiatico : fruto. al., 2004

Humuleno i Chs Hojas Dweck,

’ \ — 2001
Benzalde- Fruto Jordan et
hido al., 2003

1-Butanol /\/\OH Fruto Jordan et

al. ,2003
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Cuadro 3. Constituyentes identificados en hojas y fruto del guayabo

(continuacién).

Compuesto Estructura Localiza- Referenci
cibnenla a

planta

Ascorbigeno
hojas. 1996
Acido OH Fruto Dweck,
ascorbico 2001
o o)
HO
HO OH
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades de la cavidad oral como la caries dental, la periodontitis
(enfermedad gingival), los canceres de la boca y faringe representan un
problema de salud de alcance mundial que afecta a los paises industrializados
y cada vez con mayor frecuencia a los paises en desarrollo en especial entre
las comunidades mas pobres, sin embargo estas enfermedades han sido poco
atendidas.

En el mercado existen métodos quimicos y mecanicos que se utilizan para
controlar la placa dento-bacteriana (biopelicula), sin embargo, la busqueda de
agentes eficientes para eliminar la placa continda. Los productos naturales se
han utilizado en medicina tradicional y representan una alternativa a la
busqueda de sustancias quimicas novedosas para la prevencion de la placa
dentobacteriana y de las caries.

Las hojas de Psidium guajava (guayaba) son ampliamente utilizadas en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de enfermedades
ocasionadas por las bacterias patéogenas de la cavidad oral. Por lo
mencionado anteriormente el objetivo primordial de esta investigacion es
evaluar el efecto del aceite esencial, los extractos y compuestos puros
identificados y aislados de las hojas del guayabo sobre las bacterias
cariogénicas Streptococcus mutansy Porphyromonas gingivalis.

Para poder cumplir con el objetivo general de este proyecto, se plantearon los
siguientes objetivos particulares:

1. Aislar los compuestos bioactivos de las hojas de la especie Psidium guajava

mediante la aplicacion de procedimientos fitoquimicos convencionales.

2. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos. La actividad
antimicrobiana de los compuestos puros se evaluara utilizando el método de
microdilucién en placa utilizando como especies de prueba Streptococcus

mutansy Porphyromonas gingivalis.

3. Determinar la estructura molecular de los compuestos aislados mediante la
aplicaciéon de técnicas espectroscépicas y espectrométricas.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 Procedimientos generales.
4.1.1 Analisis cromatograficos.

La cromatografia por adsorcién en columna abierta se realiz6 sobre gel de
silice Kiesegel 60 Merck con tamafno de particula 0.063-0.200mm, 70-230
mesh ASTM. Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) de tipo analitico
0 preparativo se realizaron segun las técnicas convencionales, utilizando
diversos sistemas de elucién y placas de aluminio y/o de vidrio de diversas
dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice (60F254 Merck ®,
tamafo de particula 0.063-0.200mm, 70-230 mesh ASTM) de 0.25 mm de
espesor. Las placas fueron reveladas con sulfato cérico/H.SO,4 seguido de

calentamiento (aproximadamente 110°C) hasta la visualizacién completa.

4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas y

espectrométricas.

La determinaciéon de las constantes espectroscépicas y espectrométricas se
realiz6 en la Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la
Facultad de Quimica, UNAM. Los espectros de masas generados por la técnica
de impacto electronico (EM/IE) se determinaron en un aparato Thermo Electron
DFS (Double Focus Sector) introduccién directa a 70 eV y bombardeo de
atomos rapidos (EM-FAB). Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
Proténica (RMN-'H) y de carbono 13 (RMN - '®C) se generaron en un equipo
marca Varian, modelo VNMRS el cual se oper6 en radiofrecuencias de 400 y
100 MHz respectivamente. Los espectros se realizaron utilizando CDClj,
CD3;OD vy los desplazamientos quimicos se reportan en ppm referidas al
tetrametilsilano (TMS).

4.2 Material vegetal

Las hojas de Psidium guajava se obtuvieron de una plantacién de guayaba en
el pueblo de Amatlan, Municipio de Tepoztlan, en el Estado de Morelos. El
material vegetal fue identificado por el Dr. Robert Bye del Instituto de Biologia.
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4.3 Estudio fitoquimico de Psidium guajava
4.3.1 Microextraccién en Fase sélida

La microextraccién en fase sélida se realiz6 en la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacidon USAI bajo la supervision de la M. en C. Georgina
Duarte Lisci. El primer paso para realizar este procedimiento fue insertar la fibra
(Supelco fase adsorbente 50/30 um DVB/ Carboxen/ PDMS) en el inyector del
cromatografo (CG-EM) para eliminar los contaminantes que pudieran interferir

con el anélisis.

Cuadro 4. Caracteristicas del cromatédgrafo de gases utilizado.

Cromatografo de gases

Marca Agilent

Modelo 6890N
Columna capilar

Fase: DB-5MS (5% Fenil-metilsilicon)

Dimensiones

Longitud 30 m

D.l 0.25 mm

Espesor de pelicula 0.18 um

Inserto Injection Sleeve, 0.77 mm

Septo Supelco (Thermogreen TM LB-2)
11 mm.

23



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Cuadro 5. Caracteristicas del espectrometro de masas utilizado.

Espectrémetro de masas

Marca LECO
Modelo Pegasus 4D
Analizador masico TOF (Tiempo de vuelo)

Las impurezas de la fibra se eliminan en el cromatégrafo durante 30 minutos y
posteriormente se obtiene el espectro de masas (blanco) para asegurar que la

fibra se encuentre libre de impurezas.

Una vez realizado el blanco se procedié a realizar la microextraccion de las
muestras, para lo cual se colocaron dos viales sobre una parilla de
calentamiento con agitacion constante, los viales contenian 10 mg de cloruro
de sodio y 4 mL de agua. Uno de los viales contenia una muestra de hojas
previamente fragmentadas y el segundo Unicamente agua y un termémetro

para monitorear la temperatura.

Cuando se alcanzé la temperatura de 50°C se insertd la aguja que contiene la
fibra en el septo del tapon del vial y ya que se encontraba adentro, se deslizd
para exponer la fibra recubierta de la fase estacionaria, la cual adsorbe los
compuestos volatiles durante el tiempo estipulado. Posteriormente la fibra se
insertd en el inyector del cromatbgrafo de gases acoplado al espectrémetro de
masas y se calento la fibra para volatilizar los componentes. Los componentes
se separaron utilizando un cromatografo de gases Agilent 6890N y los picos
resultantes se analizaron en un espectrémetro de masas LECO Pegasus 4D
TOF. Las condiciones para cada uno de los analisis se muestran en los
cuadros 6, 7 y 8.
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Cuadro 6. Condiciones cromatograficas utilizadas para realizar la elucion del
blanco.

Condiciones cromatograficas

Temperatura del inyector. 300 °C

Temperatura inicial de la columna. 150°C durante 0.2 min

Tasa de aumento de temperatura: 50°C/min

Temperatura final 300°C durante 5 min

Detector Detector de ionizador de flama
Gas acarreador: Helio

Modo Splitless

Barrido de masas 50 — 500 uma

Cuadro 7. Condiciones utilizadas para realizar la microextraccién en fase

solida.
Muestra Cantidad Temperatura Agitacion Tiempo
(9) (°C) (rpm)
Hojas de 0.9228 g 50 -65 °C 360 1 hora
Guayabo
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Cuadro 8. Condiciones cromatograficas utilizadas para realizar la elucion las

muestras.

Condiciones cromatograficas:

Temperatura del inyector: 300 °C

Temperatura inicial de la columna: 50 °C

Tasa de aumento de temperatura: 20 °C/ min

Temperatura final: 300 °C durante 5 min
Detector : Detector de ionizador de flama
Gas acarreador: Helio

Modo: Splitless

Barrido de masas: 50 — 500 uma

4.3.2 Obtencion del aceite esencial.

Se utilizé la técnica de hidrodestilacion: a 291 g de hojas de guayaba se le
agregaron 2 L de agua y se sometieron a una destilacién durante 6 horas, se
obtuvieron 230 mg de aceite esencial.

Los constituyentes presentes en el aceite esencial se identificaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Cada espectro
de masas resultante se compar6 con la biblioteca del instrumento y con la
biblioteca NIST (National Institute of Standars and Technology a través de la

pagina http://webbook.nist.gov/chemistry/).
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Diagrama 1. Obtencién del aceite esencial de las hojas del guayabo.

Hojas de guayaba

Destilacion

\ 4

Aceite
esencial

v v

CG-EM RMN-"H

4.3.3 Preparacion de la infusion de las hojas de Psidium guajava.

Se utilizaron 549 g de hojas secas del guayabo para realizar una infusién con
12 L de agua durante 2 horas. El agua recuperada de la infusién se sometié a
un proceso de particidon con acetato de etilo— butanol (1:1). Después de filtrar,
se evapord a presion reducida el disolvente de los extractos anteriormente

mencionados obteniéndose las cantidades mostradas en el cuadro 9.

Cuadro 9. Cantidades obtenidas de los extractos realizados.

Nombre: Cantidad obtenida

Destilacion hojas de guayaba 5.1324 g

Infusidon hojas de guayaba 7149

4.3.3.1 Fraccionamiento primario del extracto.

El producto de la infusién de las hojas del guayabo se sometié a un proceso
de fraccionamiento cromatografico en una columna de Sephadex LH-20,
utilizando como fase mévil etanol. Este proceso generé 27 fracciones de 50
mL, las cuales fueron reunidas en base a su similitud cromatogréfica,

obteniéndose asi 10 conjuntos de fracciones (F1-F10, diagrama 3).
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4.3.3.2 Fraccionamiento secundario del extracto.

La fraccién F2 fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta de
Sephadex LH-20, se utiliz6 MeOH como fase mdévil y se obtuvieron 11
fracciones de 50 mL las cuales se reunieron con base en su similitud

cromatografica, obteniéndose asi 3 conjuntos de fracciones (A, By C).
4.3.3.3 Fraccionamiento terciario del extracto.

La fraccién B se eluy6 en una columna de gel de silice C18 utilizando como
fase movil metanol, se obtuvieron 8 fracciones de 50 mL que siguiendo el
mismo criterio de similitud cromatografica, se juntaron en 3 fracciones (B1- B3).

4.3.3.4 Fraccionamiento cuaternario del extracto.

La segunda fraccién (B2) se eluyd en una columna de gel de silice C 18, se
obtuvieron 15 fracciones vy la polaridad de la fase mévil se modific6 como se

indica en el siguiente cuadro:

Cuadro 10. Fraccionamiento cuaternario por cromatografia en columna abierta

de la fraccién B2.

Sistema de Proporcion Fracciones Fracciones

elucidén obtenidas reunidas

CH,-Cl,- 95-5 4 1-4 D1
MeOH

CH2-Cl»- 90-10 11 5-9,10,11,12- D2-D6
MeOH 13,14-15
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4.3.3.5 Obtencion de avicularina a partir de la fraccion activa F4

En la fraccién F4 se observé la formacion de un precipitado amarillo que se
separ6 mediante filtracién al vacio. El sélido fue identificado como avicularina
por comparacién de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas con
las reportadas previamente en la literatura (Pistelli et al, 1999; Olszewska,
2005; Wei et al., 2008). Avicularina (1): '"H RMN (CDCl; 400 MHz): & 7.53
(1H, d, J= 2.4Hz, H-2"), 7.50 (1H, dd, J= 8.4, 2.4 Hz, H-6"), 7.00 (1H, d, J=8.4
Hz, H-57), 6.40 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 6.20 (1H, d, J=2 Hz, H-8), 5.50 (1H, sa,
H-17"), 3.49-4.34 (5H, m, pentosa) (Figura 3 A). RMN '3C (100 MHz): 5 178.6
(C-4), 164.6 (C-7), 161.6 (C-5), 157.9 (C-9), 157.1 (C-2), 148.4 (C-4"), 144.9 (C-
37, 133.5 (C-3), 121.7 (C-6"), 121.5 (C-17), 115.4 (C-57), 115.0 (C-2"), 108.1 (C-
17), 104.2 (C-10 ), 98.5 (C-6), 93.4 (C-8), 86.6(C-4""), 81.9 (C-2"), 77.3 (C-37),
61.1 (C-57) (Figura 3 B).

4.3.3.6 Obtencion del acido asiatico a partir de la fraccion activa D6

En la fraccidon D6 se observo la formacion de un precipitado blanco que fue
separado mediante filtracion al vacio. El sélido fue identificado como &acido
asiatico por comparacién de sus constantes espectroscopicas vy
espectrométricas con las reportadas previamente en la literatura. (Rahandraha,
1963 y Mahato, 1994). Acido Asiatico (2): '"H RMN (400 MHz, Piridina-ds) d
5.47 (1H, d, J= 6.0 Hz, H-12), 3.72 (1H, d, J= 10.0 Hz, H,-23), 3.62 (1H, t, J=
10.2 Hz, H,-23), 1.72 (3H, s, CH3-27), 1.27 (3H, s, CH3-25), 1.09 (3H, d, J= 5.4
Hz, CH3-30), 1.07 (3Hz, d, J= 8.7 Hz, CH3-29), 1.05 (3H, s, CH3-24), 0.96 (3H,
s, CH3-26), *C RMN (100 MHz, Piridina-ds) & 178.1 (C-28), 143.0 (C-13), 118.0
(C-12), 78.2 (C-3), 69.3 (C-2), 66.5 (C-23), 5.12 (C-18), 49.4 (C-9), 49.1 (C-1),
48.3 (C-5), 43.8 (C-4), 42.4 (C-14), 41.4 (C-8), 39.5 (C-17), 38.6 (C-10), 38.5
(C-20), 37.9 (C-19),34.4 (C-22), 33.7 (C-7), 30.2 (C-21), 29.7 (C-16), 28.0 (C-
15), 23.8 (C-30), 22.4 (C-27), 22.3 (C-11), 18.6 (C-6), 18.5 (C-29), 16.6 (C-26),
15.2 (C-25), 14.3 (C-24).
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Diagrama 2. Fraccionamiento de la infusion de hojas de guayabo.
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4.3.3.7 Preparacion del extracto de Psidium guajava

Se realiz6 una extraccion

por maceracion de las hojas del guayabo con

diclorometano-metanol (1:1), al cual se le agregd 1L de MeOH: H.O (90:10) y

se realiz6 una particion con 4 porciones de hexano, cada una de 1.5 L otra con

3 porciones de 1.5 L de diclorometano y la ultima particion con 3 porciones de

acetato de etilo cada una de 1 L. Las cantidades obtenidas se mencionan a

continuacion.

Cuadro 11. Cantidades obtenidas del fraccionamiento primario del extracto.

Nombre: Cantidad obtenida ‘
Extraccion con CH,-Cl,-MeOH 225.8 ¢
Extracto con hexano 28.23¢
Extracto con diclorometano 22.3¢
Extracto con acetato de etilo. 13.3¢

Diagrama 3. Fraccionamiento primario del extracto con diclorometano:metanol

de las hojas de Psidium guajava.
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4.4 ENSAYO BIOLOGICO
4.4.1 Microorganismo de Prueba

Para realizar el ensayo biolégico del extracto y los compuestos aislados de las
hojas de Psidium guajava se eligieron como microorganismos de prueba
Streptococcus mutans (ATCC 700611) por ser patégeno oral causante de
caries dental y Phorphyromonas gingivalis (ATCC 33277) por ser el agente
etiolégico de la gingivitis. Para su cultivo se utilizaron los medios de caldo
infusién de cerebro-corazén (BHI) y soya tripticaseina adicionado con cisteina,

respectivamente.
4.4.2 Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

La actividad antimicrobiana de los compuestos (expresada como concentraciéon
minima inhibitoria, CMI) se determiné utilizando un ensayo de microdilucion en
placa estéril de 96 pozos. Los cultivos de cada especie incubados a lo largo de
la noche se centrifugaron (10 000 rpm, 10 min), se lavaron dos veces con
buffer de fosfatos 0.05M (PBS, pH 6.8) y se resuspendieron. La suspension de
células se ajusto6 utilizando un espectrofotdmetro y un estandar de McFarland.
Cada pozo contenia 5 x 10° UFC/mL de S. mutans y 5 x 10° UFC/mL de
P. gingivalis, el compuesto de prueba en diluciones seriadas y el medio de
cultivo apropiado. Se utilizaron muestras por triplicado para cada concentracion
de prueba. Los controles utilizados consistieron en medio de cultivo inoculado y
sin compuestos de prueba mientras que el blanco contenia Unicamente medio
de cultivo sin inocular. Todas las placas se incubaron a 37°C bajo condiciones
atmosféricas  adecuadas. El microorganismo S. mutans se incub6é en
condiciones aerobias, el crecimiento se estimo espectroscopicamente (Agso NM)
después de 24 y 48 horas utilizando un lector de placas y P. gingivalis se
incub6é en condiciones anaerobias utilizando un equipo de anaerobiosis BD y
para generar el ambiente anaerdbico un sobre Gas Pack.

El valor de CMI para cada microorganismo analizado se defini6 como la
concentracion minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos

de 0.05 Agso nm, se utilizd gluconato de clorhexidina (CHX) como control
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positivo mostrando valores de CMI de 3.7 y 1.2 yg/mL contra S. mutans 'y P.

gingivalis, respectivamente.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

La seleccién de la especie Psidium guajava (guayaba) se realiz6 con base en
el amplio uso de ésta en la medicina tradicional. Como se describe en la
seccién de antecedentes, uno de los usos tradicionales de la especie P.
guajava es el tratamiento de infecciones orales, por lo que este estudio se
enfocé biolégicamente en esa direccion y durante la realizacién de los ensayos
bioldgicos preliminares se establecid que el extracto preparado a partir de las
hojas de P. guajava inhibe el crecimiento de las bacterias S. mutans y P.
gingivalis, agentes etiolégicos de las caries y de las infecciones periodontales,

respectivamente.

5.1 Resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la infusién
de hojas del guayabo sobre S. mutans

La determinacién del potencial antibacteriano del extracto de las hojas de P.
guajava, se realiz6 utilizando el método de microdilucién en placa de 96 pozos,
siguiendo la metodologia descrita en la literatura (Rivero et al., 2008). Los
resultados de esta evaluacion indicaron que la infusién preparada a partir de
las hojas de P. guajava presentaban una concentracidn minima inhibitoria de
720.4 y de 360.2 pg/mL para S. mutans y P. gingivalis respectivamente
(Cuadro 12). Se considera que un extracto vegetal es activo para S. mutans y
P. gingivalis si la CMI es menor a 1000 pg/mL (Rivero et al., 1998).

Cuadro 12. Actividad antimicrobiana (CMI) del extracto y de las fracciones
sobre las bacterias Streptococcus mutansy Porphyromonas gingivalis.

Muestra CMI (ug/mL)?

Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis

Infusién acuosa. 720.4 360.2

Acetato de etilo + 360.2 180.1
butanol (1:1)

CHX? 3.7 1.2
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?Los valores representan el promedio de un minimo de tres repeticiones por
cada experimento.

b CHX: gluconato de clorhexidina.

Se realiz6 el estudio fitoquimico biodirigido del extracto de las hojas de P.
guajava con la finalidad de aislar los compuestos activos responsables de la
actividad antibacteriana encontrada para la infusibn acuosa de las hojas de
guayaba (Cuadro 9). Como ensayo biolégico de monitoreo se empleé el mismo
que permitié detectar la actividad biologica del extracto original.

La preparacion del extracto activo en mediana escala se realizé utilizando agua
caliente como disolvente, tal como se indicd en la Parte Experimental (4.3.3).
Posteriormente, la infusion resultante se someti6 a un fraccionamiento por
particion utilizando una mezcla de acetato de etilo-butanol (1:1). Del residuo
organico del fraccionamiento primario se obtuvo la fracciéon activa F-I (CMI=
360.2 y 180.1 pg/mL para S. mutans 'y P. gingivalis, respectivamente), la cual
fue sometida a sucesivas recromatografias. Este proceso permitié aislar y
determinar la estructura quimica del flavonoide avicularina (1) y del
triterpenoide acido asiatico (2) como compuestos activos (Figura 2). El
compuesto 1 fue caracterizado por comparacibn de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura
(Pistelli et al., 1999; Olszewska, 2005; Wei et al., 2008). En la figura 3 se
muestran los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (A) y
resonancia magnética nuclear de carbono trece (B). Por otra parte, el &cido
asiatico fue caracterizado siguiendo una estrategia similar y se compararon las
constantes espectroscépicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la
literatura (Rahandraha, 1963; Mahato, 1994). En la Figura 2 se muestran las
estructuras de la avicularina (1) y del acido asiatico (2).
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Figura 2. Compuestos aislados de la infusion de las hojas de P. guajava.
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Figura 3. Espectros de resonancia magnética nuclear protonica (A) y
resonancia magnética nuclear de carbono trece (B) obtenidos para la

avicularina (1).
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Los resultados obtenidos de las evaluaciones de la avicularina aislada de la
fraccion activa F-4 (Cuadro 13) indican que sus concentraciones minimas (CMI)
son de 125.1 y 67.7 ug/mL para S. mutansy P. gingivalis, respectivamente. Por
otra parte las CMI’s obtenidas para el acido asiatico fueron de 645 y 138
ug/mL para S. mutansy P. gingivalis, respectivamente. Al comparar la actividad
antibacteriana de la avicularina (1) y del &cido asiatico (2) podemos apreciar
qgue presentan una menor actividad contra S. mutans con CMI de 125 pg/mL y
645 (Cuadro 13). Para el caso de P. gingivalis una CMI de 67.7 ug/ml para
avicularina y 138 para el acido asiatico (Cuadro 13). Sin embargo, es
importante destacar que la actividad encontrada para el flavonoide avicularina
puede considerarse como muy activo de acuerdo a las concentraciones
minimas inhibitorias que se reportan en la literatura para compuestos aislados
de fuentes vegetales (Rivero et al., 2008).

Cuadro 13. Actividad antimicrobiana (CMI) de la avicularina (1), acido asiatico
(2) y del gluconato de clorhexidina (CHX) sobre las bacterias Streptococcus

mutans'y Porphyromonas gingivalis.

Muestra CMI (ug/mL) ?

Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
1 125.1 67.7
2 645 138
CHX" 3.7 1.2

?Los valores representan el promedio de un minimo de tres repeticiones por
cada experimento.

b CHX: gluconato de clorhexidina.
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5.2 Evaluacion del potencial antibacteriano del aceite esencial preparado
a partir de las hojas de guayabo

El aceite esencial de las hojas del guayabo se ensayé para determinar su
potencial antibacteriano contra bacterias patégenas de la cavidad oral (S.
mutans y P. gingivalis). El efecto antibacteriano se estableci6é utilizando la
metodologia descrita previamente (Seccién 4.4). Los resultados de esta
determinacién indicaron que el aceite esencial de las hojas del guayabo
presenta CMI’s de 650 pug/mL y 325 ug/mL para las bacterias S. mutans 'y P.
gingivalis, respectivamente. El efecto obtenido por el aceite esencial es menor
al obtenido para el control positivo clorhexidina.

5.3 Identificacion de los componentes del aceite esencial de las hojas del
guayabo

La identificacion de los componentes presentes en el aceite esencial se realizé
en primera instancia mediante un analisis por cromatografia de gases (CG)
acoplada a espectrometria de masas (EM). Los productos fueron
caracterizados mediante la comparacion de sus espectros de masas con los de

la biblioteca del equipo y NIST (National Institute of Standars and Technology).

El cromatograma de gases indicé la presencia de 83 compuestos de los cuales
se logré la identificacion de los 24 componentes mayoritarios en la esencia
(Cuadro 14), los cuales representan el 68% de los constituyentes presentes en

el aceite esencial.
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Figura 4. Cromatograma de gases obtenido del aceite esencial de las hojas del

guayabo.
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Cuadro 14. Compuestos encontrados en el aceite esencial de las hojas de

Psidium guajava.

Nombre Peso Area % Formula
molecular

a-pineno 136 1.8659 101.916 CioH1e

a-mirceno 136 1.6604 103.416 CioH16

Carveol 152 3.2029 113.716  C1oH+60

D-limoneno 136 7.9738 114.916 CioH1e

Eucaliptol 154 2.1609 116.416  C1oH1sO

3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 136 0.763 117.316 CioH1e

3-metil-1-hexin-3-ol 112 0.763 117616  CsH::0

5,7-dimetil-(R)-1,6-octadieno 138 1.869 124.116 CioH1s

Acetofenona 120 1.869 124.416 CsHsO

6-metil-3,5-heptadienal-2- 150 2.0523 128.616  C1oH14O

etilideno

5,7-dimetil-(R)-1,6-octadieno 138 0.9971 129.516 CioH1s

cis- Oxido de limoneno 152 3.8294 131.916  C1oH160

2,7,7-trimetil-3- 152 3.761 132.216 C1oH160

oxatriciclo[4.1.1.0 (2,4)]octano

1-metil-1H-pirazol 82 2.5332 134.516 C4HeN2

[(1-etinilciclohexil)oxilmetoxi- 168 0.7559 135.216  C1oH1602

metano

1,3,5,5-tetrametil-1,3- 136 1.3208 137.016 CioH1e

ciclohexadieno

7a-metil-3-metilen 166 1.35 147.316  C1oH1402

hexahidrobenzofuran-2-ona

4-metil-1-(1-metiletil)-3- 154 0.8838 151.316  CoH1sO

ciclohexen-1-ol

4,6,6-trimetil-, (1S)- 150 0.9027 158.716  C1oH14O

biciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ona
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Cuadro 14. Compuestos encontrados en el aceite esencial de las hojas de
Psidium guajava (continuacion).

Nombre Peso Area% T.R.(s) Férmula
molecular
E,E-2,6-dimetil-3,5,7-octatrieno- 152 2.006 172.016 C10H160
2-ol
3-decen-5-ona 154 2.1237 172.216 Ci1oH180
7,7-dicloro-biciclo[4.1.0]hept-3- 162 1.3549 178.916 C7HsCl,
eno,
Geranil vinil éter 180 1.3921 192.416  Ciy2H200
Copaeno 204 1.3921 192.716 CisHo4
Aristoleno 204 0.9349 202.816 C1sHo4
Cariofileno 204 2.5415 204.616 CisHo4
2,3,4,5,6,7-hexahidro-1H- 122 1.5518  210.116 CoHi4
Indeno
1,5,9,9-tetrametil-Z,Z,2-1,4,7 - 204 2.0426 210.716 CisHo4
cicloundecatrieno
Decahidro-1,1,7-trimetil-4- 204 3.7395 217.116 CisHo4
metilen-1H-cicloprop|e] azuleno
3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 136 3.7395 217.416 CioH1s
1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7- 204 0.9178  221.416 CisHz4
dimetil-1-(1-metiletil)-(1 S-cis)-
naftaleno
(-)-globulol 222 0.9448 241.616  Cy5H260
a-cadinol 222 1.9585 252.816  Cy5H20
Benzoato de bencilo 212 0.9003 268.716  C14H120>
Total 68.0541
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5.4 Resultados obtenidos de la microextraccion en fase solida (SPME)
realizada en las hojas del guayabo

Para realizar la identificacidon de los compuestos presentes en las hojas del
guayabo utilizando la técnica de microextraccion en fase soélida se utilizé6 un
cromatografo de gases (CG) acoplado a un espectrémetro de masas (EM). Los
productos fueron caracterizados mediante la comparacién de sus espectros de
masas con los de la biblioteca del equipo y NIST (National Institute of Standars
and Technology).

El cromatograma de gases indicd la presencia de 175 componentes de los
cuales se logr6 la identificacién de 20 componentes mayoritarios (Cuadro 15),
los cuales representan el 46% de los constituyentes presentes.
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Figura 5. Cromatograma de gases de las hojas de Psidium guajava obtenido
utilizando la técnica de SPME.
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Cuadro 15. Compuestos encontrados en las hojas del guayabo utilizando
SPME.

Nombre T.R. (s) Area % Formula
Acetato de butilo 74.79 2.2611 CsH1202
2-hexenal 93.69 2.6324 CsH100
3-hexen-1-ol 95.89 2.4447 CsH120
3-metil-2-pentanol 101.9 1.4259 CsH140
Benzaldehido 149.2 3.8476 C7HsO
Catinona 161 2.2785 CoH11NO
(metoximetil)-benceno 164 2.0558 CsH100
2,7-dimetil-1,3,7-octatrieno 164.4 1.4037 CioH1e
D-limoneno 179.3 5.6633 CioH16
Eucaliptol 180.5 1.9522 C1oH180
5-metil-3-(1-metiletilideno)- 1,4- 224.2 2.9691 C1oH+6
hexadieno
Cariofileno 351 1.2208 CisHz4
1-metil-4-(5-metil-1-metilen-4- 398.9 1.9185 CisHz4
hexenil)-, (S)- cilohexeno
2,3,30,4,5,6,7,7a-octahidro-1H- 409.3 1.4078 C11H+60
ciclopentala]pentalen-7-ol
a-calacoreno 410.6 2.8743 CisH2o
3,7,11-trimetil-, (E)-1,6,10- 410.9 3.56552 C15H260
dodecatrien-3-ol
Oxido de cariofileno 419.2 1.9276 C15H240
1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil-3- 448.6 1.8176 C15H260
ciclohexen-1-ol
Epodxido isoaromadendreno 450.1 0.9494 C15H240
Cis lanceol 452.7 1.3095 Ci5H240

Total 45.885
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5.5 Evaluacion del potencial antibacteriano de los compuestos
mayoritarios presentes en el aceite esencial de las hojas del guayabo

El potencial antibacteriano de los compuestos D-limoneno (3), copaeno (4), B-
cariofileno (5) presentes en el aceite esencial del guayabo se determinaron
utilizando la metodologia descrita para el aceite esencial. En general, todos los
productos presentan un efecto antibacteriano moderado. En el Cuadro 16 se
resume la actividad antibacteriana encontrada para el aceite esencial de las
hojas del guayabo y los compuestos 3, 4, y 5 obtenidos a partir de fuentes

comerciales.

Cuadro 16. Concentraciones minimas inhibitorias de los compuestos

mayoritarios presentes en el aceite esencial de las hojas del guayabo.

Nombre Estructura CMI (pg/mL)
Streptococcus Porphyromon
mutans as gingivalis

D-Limoneno CHs

256 128
HsC CH,
Copaeno
350 512
HsC :
HSC/\CI
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Cuadro 16. Concentraciones minimas inhibitorias de los compuestos

mayoritarios presentes en el aceite esencial de las hojas del guayabo

(Continuacion).

Nombre Estructura CMI (pg/mL)
Streptococcus Porphyromonas
mutans gingivalis
B-cariofileno H
T /
620 128
H\\\\\\
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Esta investigacion representa una contribucion al conocimiento de la especie
P. guajava, planta medicinal utilizada ampliamente en las practicas médicas

tradicionales del centro y sur de México.

Asi, el estudio quimico biodirigido del extracto preparado a partir de las hojas
de Psidium guajava permitié el aislamiento y caracterizacién del flavonoide

avicularina (1) y el triterpeno acido asiatico (2).

La avicularina present6é una buena actividad antibacteriana sobre
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis con concentraciones
minimas inhibitorias de 125.1 y 67.7 pg/mL respectivamente; este flavonoide
ha demostrado actividad antioxidante in vitro (Xiangjiu et al., 2008),
antiinflamatoria (Demirezer et al., 2006) y antimicrobiana (El Khaden et al.,
1958). La presencia de la avicularina puede justificar en parte el uso de las
hojas para el tratamiento de diversas infecciones.

El 4cido asiatico presentd una actividad biolégica moderada con CMI de 640 y
125 pg/mL para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente. Este triterpeno
pentaciclico ha sido aislado previamente de especies del género Terminalia
(Combretaceae) (Collins et al., 1992), Actinidia poplygama (Siebold & Zucc.)
Maxim. (Actinidaceae) (Sashida et al., 1992) y Shefflera octophylla (Lour.)
Harms (Araliaceae) (Sung et al., 1992). Este triterpeno ha demostrado actividad
antioxidante, antiinflamatoria y hepatoprotectiva. (Kuifen et al., 2008, Byeong-
Seon et al., 2006).

Si bien la clorhexidina presenta una CMI considerablemente menor a la de los
productos naturales aislados en esta investigacion, este compuesto presenta
desventajas tales como el manchado de los dientes y la alteracidén del sentido
del gusto lo cual limita su uso en el tratamiento de enfermedades de la cavidad
oral (Quirynen et al., 2000).

El andlisis por cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrometria de
masas (EM) del aceite esencial obtenido a partir de las hojas del guayabo
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permiti6 determinar como componentes mayoritarios al D-limoneno (3),
copaeno (4), B-cariofileno (5). Estos ultimos presentaron una actividad
antibacteriana moderada contra S. mutansy P. gingivalis.

Por ultimo, la microextraccién en fase sélida (SPME) representa una alternativa
a la preparacion de los aceites esenciales a partir de materiales vegetales. Este
proceso tiene como principales ventajas que integra el muestreo, la extraccién,
la concentracion y la introduccién de la muestra sin utilizar disolventes que
puedan contaminar las muestras. Es importante destacar que los analitos en la
muestra son extraidos directamente y concentrados en la fibra de extraccién lo

cual permite incrementar los limites de deteccién de las sustancias volatiles.
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7. PERSPECTIVAS.

Continuar con el aislamiento de los componentes minoritarios presentes en las
fracciones activas obtenidas a partir de la infusién y extractos organicos de las

hojas del guayabo.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
que permita cuantificar los principios activos presentes en la infusién y en el

aceite esencial de las hojas del guayabo.

Determinar el efecto de los compuestos puros presentes en la infusiéon y en el
aceite esencial de las hojas del guayabo sobre la agregacién y la formacién de
la placa dentobacteriana.
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