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1. INTRODUCCiÓN 

Las enfermedades bucales de mayor prevalencia, de acuerdo con la Organización 

Mundial de la Sa lud (OMS), son la caries dental y la enfermedad periodontal; las 

de frecuencia media son las anomalias cráneo·facio·dentales y maloclusiones; las 

de frecuencia variable son el cáncer oral, las alteraciones de tejidos dentales, los 

traumatismos maxilofaciales y la fluorosis dental. Todos estos padecimientos 

ocasionan considerables costos sociales y económicos. Los Estados Unidos 

Mexicanos, de acuerdo con la clasificación internacional de la Organización 

Mundial de la Salud, se encuentra entre los paises de alto rango de frecuencia en 

enfermedades bucales, siendo la caries dental , la que mas frecuente afecta a más 

del 90% de la población mexicana. Por esta razón, es indispensable unificar y 
, 

establecer los criterios de atención a la salud bucal, con énfasis en la prevención, 

en los sectores público, social y privado. 

Una gran variedad de métodos se utilizan actualmente para el tratamiento de 

estas enfermedades. Sin embargo, ninguno de los agentes disponibles es ideal y 

frecuentemente presentan efectos adversos. Esto justifica la búsqueda y 

desarrollo de agentes alternos derivados de fuentes vegetales que sean mas 

seguros y efectivos para el tratamiento de las enfermedades orales. 

El presente trabajo evalúa el potencial para inhibir la formación de la placa 

dentobacteriana (bioplaca) en la cavidad oral por compuestos aislados de la 

especie medicinal Punica granatum (granada roja). La selección de esta especie 

se basó en su frecuencia de uso y en la amplia comercialización de la misma 

como remedio para infecciones en la cavidad oral. la posibilidad de estudiar el 

potencial de esta especie para la inhibición de las bioplacas en la cavidad oral, 

representa un gran avance para el tratamiento de estas enfermedades con 

productos que hasta ahora no son elegibles por la falta de conocimiento científico. 

Desde el punto de vista social la valoración de las plantas medicinales de uso 

frecuente en las prácticas tradicionales conlleva a la posibilidad de apoyar un uso 

racional de estos recursos sobre todo si se considera que más del 70% de la 

poblaCión mexicana las consume para tratar una variedad de padecimientos. 



2. ANTECEDENTES 

2.1 Las plantas medicinales en México. 

En México, la historia de la medicina herbolaria se remonta mas alla de la época 

precolombina. El uso de hierbas como remedio no sólo ha sobrevivido, sino que 

ha experimentado un notable crecimiento en la pasada década frente a los 

grandes avances cientificos y tecnológi cos en la medicina. Las plantas 

medicinales forman parte esencial de las estrategias generadas por la población 

para enfrentar sus enfermedades cotidianas, ademas de representar una 

alternativa económica en el cuidado de la salud. Esta presencia relevante, que no 

es nueva pero si se encuentra actualmente sujeta a condiciones inéditas, se da en 

nuestro pais no solamente en el medio rural , sino también entre poblaciones 

urbanas como resultado de la considerable diversidad biológica del pais, de la 

naturaleza pluriétnica de su población y de la necesidad de recursos accesibles 

frente a muy diversos padecimientos 1 

México posee la cuarta flora mas rica del mundo, ademas de contar con un 

enorme acervo de conocimientos etnobotanicos, especialmente en referencia a las 

ptantas medicinales. El simple hecho de contar con una amplia variedad de 

hierbas medicinales, hace y crea la necesidad de investigar toda s las posibilidades 

de empleo de las plantas en la clínica, además se utilizarlas de forma racional y 

con un instrumento que guie su aplicación" 

t SSA. (2001). Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos. pp.15, 16. 

'J l ara. F .. MárQuez. C. (1996) Plantas Medicinales en México. Composición. usos y aclividad biologic,J , 

Dirección General de Publicaciones UNAM. México D.F. pp. 7. 8. 
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2.2 Familia Punicaceae 

La Punicaceae es una pequeña familia que comprende exclusivamente género 

Punica, con dos especies leñosas, con hojas opuestas, sencillas, enteras sin 

cavidades y con las estipulas reducidas, Las nares son hermafroditas y 

actinomorfas, poseen un cáliz con pétalos, una corola con otros tanlos pétalos 

libres un androceo con estambres muy numerosos y un gineceo con muchos 

carpelos dispuestos en un único verticilo en Punica protopunica y en dos o más 

vertilicios en p, granatum" Aunque esta última posee varias variedades debido a 

su explotación agricola y uso ornamental , p, protopunica es prácticamente 

desconocida, está en peligro de extinción y s610 se conoce unos pocos ejemplares 

en la isla de Socrota'. 

2.3 Caracteristicas de Punica granatum l. 

2.3.1 Descripción botánica de Punica granatum l. (Punicaceae). 

Punica granatum es un árbol cosmopolita, se conoce como granada en México. 

Mide de 3 a 4 metros de alto de madera dura y corteza escamosa, el tronco lo 

tiene retorcido y tiene muchas ramas delgadas con ramificaciones que 

generalmente terminan en espina, copa extendida y con mucho ramaje. Las hojas 

son simples, teniendo un ápice obtuso y una base aguda brillante, mide de 1 a 8 

cm de largo por 0 .5 a 2.4 cm de grosor. Las flores son vistosas, robustas, 

arrugadas. color escarlata mide cerca de 3 cm de diámetro. nacen de 1 a 5 nares 

en la punta de la rama, florece de mayo a agosto, El fruto (Figura 1) es una baya 

en forma de globo coronada por un cáliz mide de 6 a 14 cm de diámetro, la 

cáscara o pericarpio del fruto es brillante y correosa. En su interior hay divisiones 

de entre 5 a 8 compartimientos que contienen pequeños sacos de jugo rojo o rosa 

1 Lara . F .. MárQuez. C. (1996). Plan las Medicinales en MeKico. Composición. usos y actividad biológica. 

DI(ección General de Publicaciones UNAM. México D F. pp. 7. 6 . 

. 1 Lansky. P. E. , Newman. A. R. (2007). Punica granatum (pomegranate) and ¡IS poten\;al lar prevenlion and 

!reatmenl of ¡nOammation and cancer. Joumal of Ethnopharmaco/OfJY. 109 . p. 177. 

~ Roas, 1. (1999 ). Medic inal Planls 01 Ihe World . Chemlcal, Con sllluen ls, Tradl\lonal and Modem Medicinal 

Uses. Humana Press Inc, EUA. pp . 273, 274 . 
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de sabor acido-dulce. En el interior de cada saco se encuentra una semilla 

triangular, blanquecina de 6 mm de largo" 

Puníca granatum es una de las drogas mas antiguas conocidas . Se menciona en 

el Papiro de Ebers de Egipto escrito aproximadamente en 1550 a de C. Es 

originaria de Iran y Afganistan, actualmente se dislribuye mundialmenle. En 

México se le encuentra a lo largo de la República . En la medicina alternativa de 

distintas partes del mundo se le conoce con nombres variados (Cuadro 1). En 

México se le conoce también con el nombre de granad06
. 

En las practicas médicas tradicionales de todo el mundo varias son las partes de 

la planta que son usadas con fines curativos (Cuadro 1)'. En el caso particular del 

pericarpio del fruto se emplea en diferentes preparados para Iratar úlceras 

pépticas, inflamación, como abortivo, anticonceptivo, trastornos del tracto 

respiratorio, urinario y gastrointestinal. Asi mismo, se usa para Iratar diarrea, 

disenteria y como vermifugo" 

Las flores y la cáscara del fruto se usan como astringente diarrea y diabetes. La 

corteza es utilizada para disenteria, la diarrea, bronquilis, antihelmintico y para 

problemas de la bilis9
. 

2.3.2 Composición química de Punica granatum 

La cáscara del fruto contiene mucilagos, lignanos, caroteno, crisantemina, niacina, 

pectina, ácidos orgánicos (ácido ascórbico, ácido cítrico, ácido málico, ácido 

oxálico, ácido pantoténico, ácido clorogénico, ácido neoclorogénico y ácido 

5 Roos, 1. ( 1999). Medicinal Ptants of Ihe World. Chemical, Consl i\uen ls, Traditional and Mod ern Medicinal 

Uses. Humana Press Ine, EUA. pp . 273, 274. 

e Ibld., p. 273. 

7 Ibid. , p. 273. 

I Roos, l .. op cil .. 278, 279; Yehoshua, S., Philip. E. , Neeman, l. (1 999). Antioxidant and eicosanoid enzyme 

inhibilion properties of pomegranate seed oil and fermentcd juice f1avonoids. Joumal of Erhnopharmacology. 

66. p. 12. 
11 Roos. l. , op cir .. 277, 278; Hosseind . S., Rahemi. M. (2007). Sea sonal change of mineral nutrients and 
phenolic in pomegrana le (Pul1ica granatum L.) fruil. Scienlia Horticu/{urae. 111. pp . 120, 121; Poyraz.og lu. E. , 
Goekmen. V" Artlk. N. (2002). Organic acid s and phe nolic compoundS in pomegranates (Puflic8 granarum l.) 
grown in Turkey. Joumal o( FCXX1 Composition ano Analysis. 15. p. 567. 
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cumarlnico); ácidos inorgánicos (ácido bórico); taninos (cianina, ácido elágico, 

malvidina, pelargonidina, punicalina y punicalagina); flavonoides (Iuteolina, 

quercetina y camperol) y azúcares (glucosa, fructosa y ma~osa)1". 

Figura 1, Descripción de Punica granatum. a) Arbol; b) Hoja; c) Flor; d) Corteza; 

e) Fruto; f) Semilla. 

De la corteza de la raíz se han aislado alcaloides (peletierina, metil-peletierina, 

isopeletierina y pseudopeletierina) ", taninos (ácido granalotánico y ácido 

galotánico); un terpeno (ácido ursólico) y un polialcohol (manitol). 

10 lansky. P. E.. Newman, A. R. (2007). Punica granatum (pomegranale) and its potential for prevention and 
treatment of inft8mmalion and cancer. Joumal al Efhnopharmacology. 109. p 180. 
ti Wbaut, J.P .. HoJlstein. U. (1957). Jnvestigation of elcaloids of Pl1nica grBnalum L. Archives al biochemisfry 
and biophysJcs. 69. pp. 27. 31 : Neuhorer. H.. Wrtte, L. , Gorunovic, M.. Czygan, f .C. (1993). Alkaloids in the 
bark 01 Punica granatum l. (pomegranate) tram Yugoslavia. Pl'larmszie. 48. p. 389. 
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Cuadro 1_ Nombres comunes, distribución, parte usada y usos de P. granatum 

Nombre común Distribución Parte usada Usos 
Apinkoya. Magraner, 
Manglano, Mingrana, 
Milingrandeira y 
Romazeira 

España y 
Latinoamérica 

Raíz y tronco 
Cáscara del 
fruto 

Fruto 

Parasitosis intestinal. Diarrea 
disentería e infecciones. Gripe y 
resfriados. 

Dadima, Darim, 
Malhalanarakom, 
Pomegranale y Posnar. 

India Raíz 

Fruto 

Abortivo y Antihelmíntico 
Lepra. leucorrea y menorragia, 
úlceras pépticas . disen tería y 
diarrea, colitis, cólicos, 
antiinflamatorio. 

Granada, pomegranate y 
granado 

Argentina , 
Cuba, 
Guatemala, 
Peru, 
Honduras, 
México, 
Venezuela 
Islas Canarias 

Corteza del 
tronco, Fruto. 
Jugo. Raiz y 
Flores 

Ulceras, disenteria y diarrea. 
Antihelmíntico, detiene el sangrado 
excesivo de la menstruación, 
enteritis. infecciones del tracto 
respiratorio y urinario, inflamación 
de garganta. 

Melograno, Osur, Roma y 
Renato 

Italia Cascara del 
fruto 

Inflamación 

Mkona manga i Este de Africa Corteza de 
raiz 

Antihelmíntico 

Na, Turquía Corteza del 
tronco 

Diarrea 

Po megranate. Roma y 
Romeira 

Turqu ia. 
Egiplo, 
Inglaterra . 
Nepal, EUA y 
Grecia 

Cascara del 
fruto. Corteza 
de la raíz y 
Tallo 

Ant iconceptivo y lraqueobronquitis, 
diarrea, antihelmíntico y fiebre 

Roman Egipto y 
Etiopía 

Fruto, Hojas 
y Corteza de 
raíz 

Lesiones de piel, Antihelmintico, 
anlibacleriano. 

Sham al-rumman 

Thab Ihim 

Arabia 

Tailandia 

Cáscara del 
frulo 

Cáscara del 
fru lo, Raíz 

Anticonceptivo 

Antihelmíntico, diarrea y disentería. 

La corteza del tronco contiene taninos (ácido galotánico, ácido punicotánico, ácido 

elágico, ácido gálico, casuarina, casuarinina, pedunculagina, punicacorteina A-O, 

galoil, punicalagina y punicalina); ácidos orgánicos (ácido betulinico y ácido 

punicico); un esterol (~-Sitoste rol); un flavoniode (higrina); un triterpeno 

(friedelina); un polialcohol (manitol) y alcaloides (peletierina y derivados)"_ 

12 Lan sky, P. E., Newman. A. R op cit. pp. 186- 188. 
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Las hojas tienen alcaloides (estricnina); taninos (corilagina y galoilpunicalina, acido 

elagico, granatina A y B); un terpeno (acido ursólico); flavonoides (cianidina, 

delfinidina. glucósido de apigenina y glicósidos de luteolina) y un azucar 

(manitol) 13. 

Las semillas contienen alcaloides (crisantemina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina e 

icarisido, D); lipidos (octadecatrienoil glicerol, isopentil-3-0-octadeca-2-enoil 

glicerol); ácidos grasos (ácido octadecenioco, acido octadecanioco. acido 

eicosanioco, ácido araquídico, acido heneicosanoico, ácido nonanoico, ácido 

tricosanoico. ácido estearico. ácido oleico, acido laurico. acido punícico, acido 

linoléico yacido palmitico); esteroles (cumesterol, y daucosterol ); esteroides 

(estradiol, estrona y estriol)"; flavonoides (cianina, cianidina, fenetil rutinósido , 

genisteina. delfina, delfinidina, y pelargonidina. pelargonina); azucares (manitol y 

fosfatidilnositol) y dos taninos (acido 3,3-di-O-metil elagico yacido 3,3,4-tri-O-metil 

elagico)'S 

Las flores contienen terpenos (acido asiatico, ácido estíptico y ácido maslínico) y 

flavonoides (glicósidos de delfinidina, glicósidos de pelargonid ina y cianidina). 

El jugo se ha reportado que tiene taninos (acido elagico, derivados de glucurónido 

de metil éster del ácido elagico y punicalagina)16. 

2.3.4 Propiedades farmacológicas 

P. granatum ha demostrado las siguientes propiedades farmacológicas: 

antihelminticas, tenifugas, antibacteriales, antivirales, antifungicas, astringentes, 

13 Roos, t. (1999). Medicinal Planls o f Ihe World Chemica l. ConstituenlS, Tradil ional and Modern Medicinal 
Uses. Humana Press Ine, EUA. p. 276: Yehoshua. S., Philip , E" Neeman, 1. (1999). Anlimcidant and 
elcosanoid enzyme inhibil ion properties of pomegranale seed oil and fermented juice navonoids. Joumal o( 
Elhnopharmacology. 66. pp. 11, 12. 
1 ~ Abd Erwahab, S.M., El Fiki, N.M., MaSlafa , S.F., Hassan, A.E.B. (1998). Characlerizal ion of certain sleroid 
hormones in Punica granatum l. seeds. Bulle/in o/lho Faculty 01 Pharmacy. 36. pp.11- 15; Lansky, P. E., 
Newman, A. R op cit, pp .188. 189. 
I~ Tanaka. T" Nonaka. G.. Nishioka . 1. (1 986 ). Tannins and related compounds. XL. Revision 01 [he structures 
01 punica lin and pun icalagin. and isola tion and characterizalion 01 2'~alloylpun¡cal¡n from the bark of Punic8 
W81181um L. Chemical and Pham7aceulical Bulletin. 34. pp. 650. 65 1, 

6 Naz. S .. SiddlQ i. R. , Ahmad. S., Rassol. S.A. , Sayeed. SA (2007). An tibacterial AClivity Oirected Isolaticn of 
Compounds from Punica granatum. Joumal o( (ocx1 science. 72. pp. 34 1. 



antidiarreicas, antidisentéricas, depurativas, inmunomoduladoras, 

ateroescleróticas, antiparasitarias, enfermedades periodontales, antitusivas, 

antipiréticas, anticancerígenas, antidiabéticas y antifertilidad17 
. 

A la planta entera se le demostró una alta efectividad contra Escherichia coli. El 

extracto inhibió el crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina . El 

extracto fue efectivo en la estomatitis asociada al Gandida albicans. El extracto 

metanólico inhibe a la a-amilasa, y en ratas hebra el extracto metabólico acuoso, 

inhibe la fertilidad de un 70 a 90%. 

La cásca ra del fruto sirve contra fiebres intermitentes y para expulsar solitarias. 

Además tiene actividad in vitro contra Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Bacillus 

anthracis, Salmonella paratyphi, Vibrio cholerae, Staphyloccocus aureus, Gandida 

krusei y Gandida tropicales. A una dosis de 100 mg/Kg en conejos estimula el 

sistema inmune y tiene actividad astringente. El extracto tiene actividad contra el 

virus del herpes genital (HSV-2), también inhibe a Staphyloccocus aureus, 

Escherichia coli y Aspergillus niger cepas resistentes a penicilina G, tiene efecto 

inhibidor en células de proliferación de leucemia promielocitica de humano HL-60; 

en ratas disminuye el 76 % de lesiones gástricas inducidas con etanol, reduce los 

sintomas de periodontitis crónica disminuyendo la capa dentobacteriana 1'. Mostró 

actividad antioxidante a 50 ppm; también demostró la actividad captadora de 

radical hidroxilo y la oxidación de la lipoproteína de baja densidad a 100 ppm. 

El extracto de las semillas en ratas diabéticas reduce en un 52 % los niveles de la 

glucosa a la dosis de 300 mg/Kg. 

11 Yehosnua, S., Phifip, E., Neeman, l. (1999 ). Antioxldanl and eicosanoid enzyme inhibition properties of 
pomegranale seed oil and fermented Juice tlavonOlds. Joumal of EllmopharmacOlOOy. 66. pp. 11 , 12: 
Hosseind , S., Rahemi. M. (2007). Seasonal change of mineral nutrienls and phenohc In pomegranafe (PuniCfJ 
~ranatum l .) truit. Sc/entfa Horticulturae. 11 1. pp. 120. 

¡j Naz, S., Siddiqi, R., Ahmad , S., Rassol , S.A., S<lyeed, S.A. (2007 ). Anlibaclerial activily direcled isolalion of 
compounds from Punica granalum L. JOt/mal of (ood science. 72. pp.334. 335: Vasconcelos, L.e .. Sampiaio, 
F .. Sampaio, M .C .. Pereira . M .. Hlgmo. J., Peixoto. M. (2006). Minimum inhibitory concenlralion of adherence 
of Punica granalUm lino (pomegranate) gel against S. mvtans. S. milis and C. albicafls. Sraz Dent J. 17(3). 
pp. 223·227. 
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A la corteza de las ramas se le atribuye actividad astringente, antihelmintica y 

antibacteriana. Las flores reducen los niveles de glucosa en sangre en rata. 

El jugo de Punica granatum contiene una alta proporción de minerales y 

compuestos polifenólicos (galocatequinas, cinidinas y pelargonidinas) lo cual se 

sabe tienen usos terapéuticos . El jugo y la cáscara de la granada proporcionar 

protección contra la hepatotoxicidad, S. aureus, resistente a meticilina, virus del 

herpes genital y tumores. Reduce la presión sistólica en 21 % de pacientes con 

aterosclerosis, disminuye las lipoproteinas de baja densidad (LDL). También 

muestra un fuerte poder antioxidante de los lipidos, evita la oxidación de las 

lipoproteinas de alta densidad (HDL) y LDL, lo cual justifica sus usos contra la 

arterosclerosis y como agente bioconservador en alimentos. También se ha 

encontrado que inhibe la actividad enzimática de la glicosiltransferasa y la 

colegenasa, por esta razón ha sido utilizada con éxito en la cosmetología . Evita la 

adherencia de Streptococcus mutans y otros microorganismos en la cavidad 

oral 19 
. 

10 Prashanlh. D., Asna. M. K., Amil , A. (2001). AnlibaClerial aclivny of Punica granalulII. Phyroferapia 72 
p. 171. 
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Cuadro 2. Compuestos reportados para ta especie Punica granatum 

Nombre químico 
Acido cítrico 

Acidos orgánicos 
Estructura 

HO O 

J(VHO ". OH 

Referencia 
Poyrazogtu et al. 
(2002) 

Acido matico O 

~OHHO ," 
H OH O 

Poyrazogtu el al. 
(2002) 

Acido tarta rico 

~OHO ... H 

Poyrazogtu el al. 
(2002) 

HO H O 

Acido fuma rico O 

JVy0HHO 

Poyrazoglu el al. 
(2002) 

O 

Acidos hidroxibenziocos 

Nombre químico Estructura Referencia 

IAcido elagico Amakura el ato 

(2000), 

Huang et al. (2005)
HO~oo 


00 0--1 
o 

IAcido gálico Amakura el al. 

(2000). 

Huang el al. (2005) 


h OH
HO ~ 


OH 

JO 



Nombre uimico 
Delfinidina 

HO 

Antocianidinas 
Estructura 

OH 

OH 

Referencia 
Nada el al. (2002 ) 

OH 

Pelargonidina 
'" OH 

Noda el al. (2002) 

OH 
OH 

Cuadro 2. Continuación 

Acidos hidroxicinamicos 
Nombre qu imico Estructura Referencia 

Acido caféico HO Artik (1998), Amakura 

HO~OH el al. (2000) 

o 
Acido p­
cumárico ffJ~H 

Artik (1998), Amakura 
el al. (2000) 

O 

HO 

Antocianidinas 
Nombre quimico Estructura Referencia 
Cianidina 

I ~ 
Noda el al. (2002) 

OH 

Ha 
(/ 

"" h OH 

OH 
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Cuadro 2. Con tinuación 

Antocianinas 

Nombre químico Estructura Referencia 
HCianidina-3-0­ Hernandez el al. 

gtucósido (1991 ) 
HO 

Detfinidina-3-0­
glucósido 

Petargonidina ­
3-0 -glucósido 

OH 

Ha 
OH 

~OH 
OH 

OH 
OH 

'" 
OH 

Ha v o· 
~ 

"'­ h ~OHo o 
OH 

OH 
OH 

Hernandez el al. 
(1991) 

Hernandez el al. 
(1 99 1 ) 

Etagitaninos 
Nombre químico 

Punicatagina 

Estructura 

O OH 
H "" OH 

Referencia 

Tanaka el al. (1986), 
Gil el al. (2000) 

t2 



Cuadro 2. Continuaci6n 

Elagitaninos 

Nombre quimico Estructura Referencia 

Punicalina "0 

O" 

o" 
O" 

"O 
V 

O 

o00 , 
o o 

<Y" o O" 
"O " O 

"O O" 
o" 

Ó" o 

Tanaka el al. (1986), 
Gil el al. (2000) 

Granatina A 
HO "'1.0 "", 

HO ' ,," 

o o 
o 0 0 

'\J o 
o o o 

\ 
HO 

"" o , HO - ..J 
HCi 

u "" 

Tanaka el al. (1986), 
Gil el al. (2000) 

Granatina B """"'" o. 

"" < ... ... o 
o ' 00 o. 

0 0 ... 
o 

o o o 

"" -- "
0:,0 

-­ '0 "" 

Tanaka el al. (1986), 
Gil el al. (2000) 

Alcaloides 

Nombre quimico Estructura Referencia 

Peletierina 

(::l~ 
~ H 

Neuhofer el al. (1993), 
Vidal el al. (2003) 

Metilpeletierina (1 O 
N 1-,/)(
I H 
CH, 

Neuhofer el al. (1993), 
Vidal el al. (2003) 
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Cuadro 2. Continuación 

Alcaloides 
Referencia EstructuraNombre quimico 

Neuhofer et al. (1993), Pseudopeletierina IC H J 
Vidal et al. (2003) 

N 

d:¡ 
O 

Nombre quimico 
Estigmasterol 

j3-Sitosterol 

Cumesterol 

Esleroles 
Estructura Referencia 

( 
CH, Abd El Wahab et al. 

H OH
H,C '" ·y CH, (1998) 
c H CH, 

Abd El Wahab et al. 
c (1998) 

c 

Abd El Wahab et al. 
(1998) 

14 



Cuadro 2. Continuación 

Esteroides 

Nombre uimico Estructura Referencia 
Estrona 

HO 

Heftmann el a/. 
(1966), 
Dean el al. (1971), 
Abd El Wahab el al. 
(1998) 

Estradiol 

HO 

Abd El Wahab el al. 
(1998) 

OH 
, HC 

Triter enos 
Nombre uimico Estructura Referencia 

Lansky, P. E., 
Ácido oleanólico Newman, A. R. el al 

(2007). 

Lansky, P. E., 
Newman, A. R. el al 

Ácido ursólico (2007). 
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2.4 Taninos 

2.4.1 Estructura química 

Los taninos son metabo litos secundarios abundantes en las plantas que son 

sintetizados para protegerse de los herbivoros. Los taninos son polifenoles y se 

caracterizan por formar complejos con otras moléculas. Se componen de dos 

clases, los taninos hidrolizables y los taninos condensados. El primer grupo está 

formado por varias moléculas de ácidos fenólicos (el gálico o su dímero el ácido 

elágico), que se une por un enlace éster a un núcleo central de glucosa. Mientras 

que los taninos condensados (proantocianidinas) se forman por la polimerización 

de moléculas flavan-3-0I, también conocidos como polifavonoides20 
. Los taninos 

son derivados de la ruta del ácido sikimico. 

2.4.2 Propiedades físico-químicas. 

Los taninos se disuelven en agua formando disoluciones coloidales, pero su 

solubilidad varia segun el grado de polimerización (disminuye conforme éste 

aumenta). Son solubles en alcoholes y en acetona. Las disoluciones acuosas 

poseen una estabilidad varia ble según su estructura. Como todos los fenoles, los 

taninos reaccionan con cloruro férrico. Precipitan de sus disoluciones acuosas con 

sales de metales pesados. Los taninos hidrolizables y los condensados se pueden 

diferencia r con base a su comportamiento en medio ácido y en caliente. Los 

primeros, poliésteres de glucosa se hidrolizan liberando el azucar, ácido gálico y/o 

ácido hexahidroxidifénico. Este último se lactononiza rápidamente en ácido 

elágico. La hidrólisis de los aligó meros conduce igualmente a compuestos de 3 o 

4 ciclos bencénicos cuya estructura varia según la naturaleza del enlace 

intermonomérico21 
. 

11 Muetzel. S .. Becker, K .. (2006). EXl raclabilily and biological aclivi ty af lemnios trom various Iree leaves 
determlned by chemical and biologlcal assays as affecled by drying procedure. Animal Feed Science and 
Technology. 125. pp. 140. 14 1 
21 Brunelon. J . (2001). Farmacognosia, filoqulmica. plantas medicinales. Acribia. S.A. España. pp. 379. 380; 
Waterman, P., Mole. S. (1994). Analysis of phenotic pranl melaboliles. Ba lckwell Scienlific Publications. pp. 
100-104. 

16 



Para su caracteriza ción el método de la vainillina es el más ampliamente utilizado 

este se basa en la sustitución de la va inillina por grupos hidroxifenólicos dando 

como resultado una coloración roja . Otro método utilizado es el de Price y Buter 

basado en la reducción de ión férrico a ión ferroso por los taninos y otros 

compuestos fenólicos para formar un complejo colorido azul de ferrocianuro­

ferroso que tiene su máxima de absorción a 720 nm. Los taninos gálicos dan 

co loración rosa con yoduro de potasio (el ácido gálico libre se colorea en naranja 

con este reactivo). Los taninos elágicos se colorean con ácido nitroso en med io 

acético (primero sosa, después vira a púrpura ya azul)>>' 

Para analizar los extractos que contienen taninos se recurre a las técnicas 

habituales: CCF (sobre celulosa o silice, visualizado por observación de la 

fluorescencia al UV y revelado con los reactivos citados anteriormente), CLAR 

(fases reversas, disolventes alcohólicos ligeramente ácidosfa 

2,4,3 Propiedades biológicas de los taninos 

La mayor parte de las propiedades biológicas de los taninos se deben al poder 

que poseen de formar complejos con macro moléculas, especialmente con 

proteínas (enzimas digestivas y otras, proteínas fúngicas o virales). 

• 	 Formación reversible de complejos. En condiciones no oxidantes y a pH 

fi siológico, la formación de complejos -por enlaces hidrógeno y por 

interacciones hidrófobas- es reversible. Los taninos posiblemente forman 

una capa menos hidrófila que la misma proteina en la superficie de ésta , lo 

que ocasiona la precipitación; establecen además enlaces entre las 

moléculas proteicas, La afinidad de los taninos por las proteinas es tanto 

más marcada cuanto más flexible sea su conformación y mayor su riqueza 

en prolina". 

22 Brunelon, J. (2001). Farmacognosia. ¡iIOQuímica. plantas medicinales. Acribia, SA, España. p. 379: 

Kuktinski, C. (2000). Farmacognosia. Ediciones Omega. S. A.o Espana. p. 113. 

23 Bruneton . J. (2001). FarmacognosléI. fitoqulmica. plantas medicinales. Acrioia. S.A. . Espana p. 380 

2 4 Bn.melon, J. (2001). Farmacognosia, filoquímica. plantas medicinélles. Acribia , S.A .. España. p. 382 
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• 	 Formación irreversible de complejos. Teniendo en cuenta su marcada 

tendencia a la auto-oxidación, los taninos por ser polifenoles originan 0­

quinonas que, reaccionan con los grupos nucleofilicos de las proteinas, 

formando enlaces covalentes: la combinación es irreversible25 
. 

2.4.4 Actividad an!ibac!eriana. 

La caries dental es una enfermedad causada por Streptoccocus mutans y 

Streptoccocus sobrinus. Estas bacterias producen glucosiltransferasa (GTF), la 

cual cataliza la formación de glucanos insolubles y solubles en agua a partir de 

sacarosa. La bacteria ataca a la superficie del diente y combinada con otras 

bacterias forma la placa dentobacteriana. Entonces, los acidos organicos 

producidos por la degradación de la placa por otras bacterias ocasionan que el pH 

disminuya yen consecuencia ocurre la caries' 6 

Algunos polifenoles presentes en las plantas inhiben el crecimiento de S. mutans 

y la sintesis de glucanos por la GTF de S. sobrinus particularmente el 

epigalocatequingalato muestra un alto efecto inhibidor sobre la GTF". 

Estudios previos han encontrado que el ácido elagico aislado de plan las tiene 

efecto inhibidor sobre la actividad de la GTF de S. mutans. Este compuesto inhibe 

preferentemente a los glucanos solubles sintetizados por la GTF de S, mutans e 

inhibe los glucanos insolubles sintetizados por la GTF de S sobrinus. Esta 

inhibición resulta en una reducción en la adherencia celular de S, mutans a la 

superficie del diente". Los pOlimeros de polifenoles que tienen un alto peso 

molecular de aproximadamente 2,000 reducen el desarrollo de caries y la 

formación de la placa dentobacteriana e inhiben la actividad de la GTF en 

humanos y animales de experimentación'". 

25 lbld. P 382. 
'8 Gross. G. G .. Hemingway, W. R.. Yoshid a, T. (1 999 ). Plan1 pOliphenols 2. Chemis!f)I, biology pharmacology, 
rrCOlogy. 8asic life sciencies. pp. 556, 575. 576. 

Ibld. p. 570. 
21 Sawamura , S., Tonosaky, Y., Hamada, S. (1 992). Inhibilory effects 01 ellagic aCld on glucosyllransferases 
from Mulaos Streplococci . Bioscience. Biotechnology, Biochemislry. 52. p. 766. 
29 Gross , G. G .. Hemingway, W. R. , Yoshida, T. (1999). Planl poliphenols 2. Chemislry, biolog y pharmacology, 
ecology. Ba sic life sciencies. pp.578-580 . 
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La actividad inhibitoria de los galotaninos decrece con la disminución del numero 

de residuos de acido gálico. 

2.5 Enfermedades bucales en México 

La salud bucal en México ha atravesado por distintas etapas en su historia y 

continua actualmente su desarrollo. Los Estados Unidos Mexicanos, de acuerdo 

con la clasificación internacional de la OMS, se encuentra entre los paises de alto 

rango de frecuencia en enfermedades bucales, dentro de ellas la caries dental. 

que afecta a mas del 90% de la población mexicana'o Las prioridades a las que 

se aboca la politica de salud bucal en México son disminuir la experiencia de 

caries dental, las periodontopatías y el cáncer bucal, para lo cual se han diseñado 

estrategias como son: la educación preventiva en escOlares, la educación 

asistencial y la fluoruración de la sal de la dieta". 

El término general caries (del latín, declinar; podredumbre; descomposición seca) 

se refiere a: enfermedad de origen microbiano, localizada en los tejidos duros 

dentarios que se inicia con la desmineralización del esmalte por ácidos orgánicos 

producidos por las bacterias orales especificas, que metabolizan los hidratos de 

carbono de la dieta . Otros autores la definen como: "enfermedad multifactorial 

condicionada tanto en su localización y extensión como en la velocidad de 

progresión por elementos ya bien conocidos como son: la morfologia dentaria, la 

localización de las acumulaciones bacterianas, la dieta, el factor tiempo, etcétera. 

La OMS la define como un proceso patológico de origen externo que se inicia 

después de la erupción y determina un reblandecimiento del tejido duro del diente, 

evolucionando hacia la formación de una cavidad". 

JO Medina. C. E., Maupomé, G., Ávila, l. , Pérez. R., Pelcastre , 8 ., Pontigo, A. (2006). Políticas de salud bucal 
en México: 01sminuir las principales enfermedades. Una descripción. RBV Biomed. 17.. pp 269. 268: SSA. 
~2008). Epidemiología . Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica. 25, p. 1. 

1 Medina, C. E., Maupomé. G" Ávita , l. , Pérez, R. , Pelcaslre, B., Pontigo. A. (2006). Polilicas de salud bucal 
en Méx¡co: Oisminuir las principales enfermedades. Una descripción. Rev Biomed. 17. p 274 . 
32 Negroni, M. (2003). Microbiolog ia estomatológica fundamentos y guia practica . Medica Panamericana SA 
Argenlina. p. 220; González, R , Camero. 1. (2002) . Microflora bucal. Mendez Editores, México. p.111. 
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2.5.1 Etiología 

La caries obedece a la ínteracción simultánea de tres elementos o factores 

principales; un factor "microorganismo" que en presencia de un factor "sustrato" 

(dieta del individuo) logra afectar a un factor "hospedero" (también denominado 

diente). Estos tres elementos constituyen la base fundamental que dispara el 

mecanismo de acción determinante del desarrollo de la caries dental. Si estos 

condicionantes confluyeran sólo durante un período muy breve la enfermedad 

cariosa no se produciría; por lo tanto se ha agregado el tiempo de interacción de 

los mismos. El Cuadro 3 muestra los géneros y las especies de microorganismos 

aislados de la cavidad oral, algunos de los cuales están directamente relacionados 

a las caries y EP, mientras que otros son transitorios o bien form an parte de la 

microflora oral33 
. 

La cariologia moderna considera que en el desarrollo de la caries intervienen otros 

elemen tos relativos al hospedero anteriormente no considerado; ellos son los 

factores socioeconómicos y culturales que no sólo condicionan hábitos dietéticos y 

de higiene oral sino que además modulan la respuesta inmune en el ámbito de la 

cavidad bucal a través de la saliva y el exudado gingival34 
. 

33 Negroni. M. (2003). Microbiología estomatológica fundamentos y guié) práctica , Médica Panamericana S.A. 
Argentina. pp. 220. 221 . 

" Ibid. p. 220. 
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Cuadro 3. Microorganismos aislados de la cavidad oral. 

Género Especie 

Abiotrophia A. defectiva y A. adiacens 

Actinobacillus A. actinomycetemcomitans 

Aclinomyces A. greorgiae, A. gerencsseriae, A. israeJii, A. adonlofytfcus , A. naesfindii 
; y A. viscosus. 

AJloicoccus A. otidilis 

Bacillus B. cereus 

Bacteroides B. capillosus y B. forsylhus 

Sifidobacterium B. dentium, Binop;nalum y B. denticolens 

Bilophila B wadsworthia 

Candida C. albicans 

Capnocytophaga C. gingivalis, e sputigena y C. ocheracea 

Cardiobacter;um C. hominis 

Cenlipeda C. periodontii 

Clostridium e, difficile, e ramnosum, C. sporogenes y C. malenominafum 

Corynebacterium C. matruchotii 

Desulfomonas D. pigra 

Dsulfovrio D. dessuffuricans 

Eikenella E. corrodens 

Entamoeba E. gingivalis 

Enterococus E. fa ecalis y E. faecium 

Eubacterium E. brachy. E. nodatum. E. saphenum, E. saburrenum y E. yurii 

Fusobacterium F. alosis y F. periodonlicum 

Gemella G. haemolysans y G. morbillorum 

Globicatella G. sanguis 

Haemophilus H. inffuenzae 

Helcococcus H. kunzzi 

Herpexvirus Herpes simples 

Lactobaci1lus L. acidophilus, Lsalivarius, L gasseri, L. crispalus, L. fermenturn, L. brevis, 

L. oris, L. uir, L case; 

Laclococcus L lactis y L. gamiae 

Leplolrichia L. buccalis 

Leuconostoc L. mesen/eroides 
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Cuadro 3. Continuación 

Género Especie 

Neisseria N. cinerea, N efongata, N lavescens, N. lactamica, N. mucosa, N. 

parae/ongata, N. polysaccharea, N, sieca, N. subffava y N. gonorrhoeae 

(excepcional) 

Pediococcu$ P. pafVulus, P. damnosus y P. dexnitricus 

PeplOCOCCuS P. niger 

Peplos treptococcus P. anaerobius, p, mgnus, P.magnus, P. micros, P.indolicus, y P. prevo /ii 

Porphyromonas P. gingivalis I P. endodonlalis y P. ca/aniae 

Prevotella P. meninogenica, P. nigrescens , P. corporis, P. intermedia , P. loesche;;, 

P. paflesll, P. den/ice/a, P. buccae, P. buccalis, P. oris, P. oulorurn, P. 

veroraJis, P. zoogleoformans, P. dentales. P. lannerae y P. enteca 

Propionibactrium P. acnes, P. avidum, P. propionicus y P. granulosum 

ROlhia R. dentocariosa 

Selenomonas S. artemidis. S. dianae, S. flueggeí, S. ife/ixx, S. noxia y S. sputígena 

Slaphylococcus S. aureus y S. epidermid;s 

Streptococcus S. mutans , S. ratlus, S cricetus. S. sobrinus, S. (erus, S. downei, S. 

macacae. S. sanguis, S gordonií, S, parasanguis, S. crista, S. oralis, S. 

milis, S. sanginosus, S. intermedius, S. constelfatus, S salivaríus, S. 

vastibu/aris, S. pyogenes y S. aga/acriae 

Treponema T. vincentii 

Tricomonas T. tenax 

Veillonella V. parvu/a , V. alypica y V. dispar 

. Microorganismos directamente relacionados a la formación de placa dentobacteriana. 

Microorganismos relacionados al desarrollo de enfermedades periodontales. 

Géneros mas representativos de la flora oral. 

2.6 Asociación entre caries dental y S. mutans 

2.6.1 Características generales del género Streptococcus 

Se presentan como cocos gram-positivos que se asocian en parejas y cadenas 

cortas o largas. Son aerobios, aunque pueden desarrollarse en condiciones 

anaerobias. Carecen de cata lasa y su tolerancia al oxigeno se debe a peroxidasas 

flavinicas y seudocatatasas. Presentan un metabolismo fermentativo y producen 
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esencialmente ácido láctico; la producción de ácido puede ser tan importante que 

el descenso del pH provocaria su autólisis. Su temperatura óptima de desarrollo 

es de 36+/- l °C35
. 

2.6.2 Estructura 

Desde el punto de vista estructural y dependiendo de las especies pueden 

distinguirse, además del ADN cromosómico, citoplasma, mureína o 

peptidoglucano, membrana cltoplasmática, cápsula y otros elementos de gran 

intereso 

Ácidos teicoicos y lipoteicoicos: Están íntimamente ligados al 

peptidoglicano. Intervienen en proceso de adhesión, mediante interacciones 

iónicas, se asocia a fimbrias y a proteínas superficiales de la pared celular. 

Carbohidratos de la pared celular: Embebidos y sobre saliendo del 

peptidoglicano, intervienen en proceso adhesivo, de agregación y 

congregación bacteriana. 

Proteinas de la pared celular: Como los anteriores, también están 

asociadas a la mureina , muestran actividades enzimáticas como 

glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, aunque su procedencia real sea la 

membrana citoplasmática . Algunas proteinas se comportan como 

adhesinas fijándose a superficies blandas de forma individual, asociadas 

superficies duras a Iravés de receptores de la pelicula adquirida. 

Fimbrias: También intervienen en la adhesión a tejidos del hospedador y 

fenómenos de agregación y congregación bacteriana. 

Capa mucosa : Constiluida por polisacáridos extracelulares (realmente, 

homopolisacaridos) de los tipos glucanos, fru ctanos o ambos, es de gran 

35 Monlanaro, l. , Campoccia, D., Rizzi, S., Donall, M" Breschi, l. , Prati, C" Arcilofa, C. R. (200~) . Evalution of 
bacteria adhesion of Streptococcus mulans on dental reslorative malerials. Biomateria/s. 25. p. 41157. 
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importancia en los fenómenos adhesivos, especialmente en la formación de 

pla cas denlales36
. 

2.7 Grupo Streptococcus mutans 

2.7.1 Características estructurales 

Poseen una capa mucosa en cuya composición siempre hay glucanos tanto 

solubles como insolubles, por lo que poseen glucosiltransferasas de alto y bajo 

peso molecular. Estas enzimas, localizadas en la membrana citopla smatica, 

emergen sobrepasando la pared celular e incluso se excretan al medio 

favoreciendo los fenómenos de agregación por afinidad con los compuestos que 

originan. Poseen una serie de polisacaridos en la pared celular que permiten, por 

su diferente composición, distinguir los serotipos a, b, e, d , e, f, g Y h. Es posible 

que estos polisacaridos igualmente intervengan en fenómenos de adhesión 

interbacteriana . 

En su pared presentan proteínas frecuentemente antigénicas y también 

involucradas en diversos fenómenos: fijación de glucanos, adhesión a la película 

adquirida y adhesión interbacteriana por interacciones proteína-proteina o lectina­

carbohidralos que a veces se ve favorecida por la saliva gracias a la mediación 

conjunta de cationes y glucoproteinas salivares". 

2.7.2 Metabolísmo de la sacarosa 

El tránsito de alim entos por la cavidad oral proporciona azucares a las bacterias, 

que éstas fermenlan . generando energia, expulsando desechos metabólicos o 

acumulando productos de reserva como polisacaridos de glucosa mas fructosa. 

Anle un exceso de sacarosa disponible, éstas lo utilizan para obtener energia y 

ad emas para sintetizar polisacaridos de reserva tanto extra como 

36 8a99. J., MacFarlane, T. W ., Poxlon, R , Miner, C, Smilh, A. (1 999). p. 252: González , R. , Camero. 1.
' (2002) Microftora bucal. Méndez editores. México. pp. 111- 114; Negroni, M. (2003). Microbiología 

estomatológica fundamentos y guia practica . Medica Panamericana $ A Argentina . pp. 236 . 239, 230. 

37 Uébana, U.J. (2002). Microblologia oral. Me Graw-HiII-lnteramericana, España. 297-525. 
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intracelularmente. Con respecto a los primeros, los estreptococos del grupo 

mutans tienen glucosiltransferasas tanto las que producen glucanos insolubles 

como las que las generan glucanos solubles. No todas las especies del grupo 

mutans poseen fosfofructosiltransferasa . La importancia de estos compuestos en 

la cavidad oral radica en que: a) los glucanos insolubles forman parte de la matriz 

celular de las placas y, además, son fundamentales en los fenómenos de 

adhesión a tejidos del hospedador y a bacterias y b) los glucanos solubles y los 

fructanos son elementos de reserva nutricional38. 

2.7.3 Streptococcus mutans-caries 

La formación de la caries dental es causada por la colonización y la acumulación 

de microorganismos orales, y la adhesión es el primer paso en el proceso de 

colonización . Algunos estreptococos, especialmente S mutans, ha sido implicado 

como la principal causa de la caries dental. S. mutans puede sintetizar glucanos a 

partir de sacarosa con ayuda de glucosiltransferasas (GTFs) y con esto una 

adherencia firme a la superficie del diente. Un enfoque prometedor para la 

profilaxis de la caries dental se basa en la inhibición de la adherencia de S. 

mutans a la hidroxiapatita y así evitar la posterior colonización en la superficie del 

diente'9. S. mufans produce tres tipos de GTFs (GTF., GTFc, y GTFo), cuya 

acción cooperativa es ese'ncial para dicha adhesión celular'o 

38 Browgardt , C. M., Wen, Z. T., Burne, R A. (2004). RegM is req uired for optimal fruclosyltransferase and 
glicosyllransferase gene expressjon of Slreprococcus mulans. FEMS Microbiology Lellt-> ($. 204. p. 75. 204, 75; 
Negron i. M. (2003). Microbiologla estomatológica fundamentos y gu ia práctica. Medica Panamericana SA 
Argentina. pp.332. 333. 
:JO Umsong. J .. Benja vongkulchai. E" Kuvalanasuchali. J. (2004). Inhibitory effecl 01 sorne herbal exlracts on 
adherence 01 Slreptococcus murans. Joumal a( ElhnopharmacolOgy 92. p. 28 1. 
40 Malsumolo. M., Hamada. S .. Ooshima. T. (2003). Molecular analysis 01 Ihe inhibilory effecls of oolong lea 
polyphenols on glucan-blOding domain 01 recombin3n1 glucosyll ranslerases Irom SlreplococcuS mutans 
MT8148. FEM$ Microbiology l e lters 228. p. 73. 
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Cuadro 4. Factores metabóticos de cariogenicidad de tos estreptococos del grupo 

mutans. 

Poder acidógeno. Producen ácidos 

• 	 Poder acidófil0. Son muy tolerantes a los ácidos 

• 	 Poder acidúrico. Siguen produciendo ácidos a pH ácido' 

• 	 Rápido metabolismo de los azúcares a ácido lactico y otros ácidos orgánioos 

• 	 Pueden conseguir el pH critico para la desmineralización del esmalte más rápidamente 

que cualquier otro microorganismo de la placa 

Producción de polisacáridos ex tracelulares a partir de la sacarosa y su movilización 

• 	 Producción y movilización de polisacáridos intracelulares· 

• 	 Producción de dexlranasas y fructanasas 

~ s. sobrinus posee algunas caracterislicas diferentes del res to de las especies cariogénas para el hombre: 
tiene menor poder ácidogeno pero es más acidurico y no sintetiza polisacáridos ¡ntrace lu lafes~1. 

41 Negroni. M. (2003). Microbiologfa estomatológ ica fundamentos y guia practica. Médica Panamericana S.A , 
Argentina. p. 567. 
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3. Planteamiento del problema 

El desarrollo de resistencia, la falta de selectividad , la toxicidad y efectos adversos 

de los antibióticos utilizados con mayor frecuencia ha incrementado el uso de los 

sistemas de medicina alternativa y complementaria como una opción para 

disminuir estos problemas. Las investigaciones para validar el uso de estos 

sistemas se ha enfocado principalmente en el tratamiento y la prevención de 

enfermedades infecciosas sistémicas mientras que menor atención se ha prestado 

a las enfermedades orales ocasionadas por las bacterias y levaduras. Las 

enfermedades de la cavidad oral incluyendo las caries dentales y las 

enfermedades periodontales son los padecimientos que con mayor frecuencia 

afectan a millones de personas de diferentes edades alrededor del mundo. Hasta 

ahora se han utilizado métodos quimicos (enjuagues bucales y pastas dentales) y 

mecánicos para controlar la placa dentobacteriana. Sin embargo, ninguno de los 

agentes actualmente disponibles en el mercado es ideal. Esto justifica la búsqueda 

y desarrollo de agentes alternos derivados de fuentes vegetales que sean más 

seguros y efectivos. 

Por lo anterior, el presente proyecto de investigación tiene como objetivo 

primordial comprobar la actividad antimicrobiana de compuestos del jugo de 

Punica granatum que posean actividad antibacteriana contra patógenos de la 

cavidad oral. 

Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

1. 	 Realizar el estudio qUímico biodirigido at jugo de Punica granatum para el 

aislamiento y purificación de compuestos con actividad antibacteriana. 

2. 	 Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la 

especie contra los patógenos orales S, mutans y P. ginc¡ivalis. 

3 	 Evatuar el efecto de los compuestos puros con actividad antibacteriana, 

sobre la formación de bioplacas monoespecie. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES 

4.1 .1 Análisis cromatográficos 

Los análisis de cromatografía en capa fina analitica (CCF) se realizaron según las 

técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elución y placas de 

aluminio de diferentes dimensiones, recubiertas con gel de si lice (60 F254 Merck, 

malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 nm de espesor. La visualización de las placas se 

realizó con luz UV (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente 

fueron reveladas con vain illina sulfúrica al 5% , seguido de ca lentamiento (110°C 

aprox.) hasta la visualización de los compuestos. 

4.1.2 Determinación de tas constantes físicas, espectroscópicas y 

espectro métricas. 

Los estudios de espectroscopia y espectrometria se realizaron en la Unidad de 

Servicios de Apoyo a la Investigación (USAI) edificio B de la Facultad de Química 

de la UNAM. Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotómetro FTIR 

de rejilla modelo 1605 marca Perkin-Elmer. en pastilla de bromuro de potasio. Los 

espectros en el UV se determinaron en un especlrofotómetro US·Vis Lamda 2 

utilizando metanol como disolvente. Los espectros de Resonancia Magnética 

Nuclear Protónica (RMN-'H, 300 MHz) y de Carbono 13 (RMN-,3C. 75 MHz) se 

generaron en un equipo Varian VXR-300S utilizando CDCI, o DMSO-d •. los 

desplazamientos químicos se reportan en (ppm) con referencia al tetrametilsilano 

(TMS). Los espectros de masas por impacto electrónico (EMIE) 70eV se 

obtuvieron en un equipo Jeol JMS-SX 102a Hewlett·Packard 5890 serie 11 

acoplado a un cromatógrafo de gases. Se utilizó la técnica de introducción directa . 
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4.2 Material vegetal 

El Jugo de P. granatum utilizado en el estudio se compró en la Cuidad de México 

en el mes de Marzo del año 2008. El producto fue de la marca Langers , número 

de lote 092507. 

4.3 Ensayos biológicos 

4 .3.1 Microorganismos de prueba 

Para realizar el ensayo biológico del extracto y los compuestos aislados de Punica 

granatum se eligieron los microorganismos S. mutans (ATCC 10449) Y P. 

gingivalis (ATCC 33277) por tratarse de los principales patógenos orales 

causantes de la caries dental y las enfermedades periodontales, respectivamente. 

Estas cepas fueron obtenidas de American Type Culture Collection y se 

encuentran conservadas en el Laboratorio 126 del Departamento de Farmacia , 

Facultad de Quimica y en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de 

Medicina, UNAM. Se utilizaron caldo infusión de cerebro-corazón (Difco) y medio 

de soya tripticaseina suplementado con clorhidrato de cisteina (0.05 %), 

menadiona (0 .02 jJg/mL), hemina (5 jJg/mL) y nitrato de potasio (0.02 %) para 

desarrollar a S. mutans y P. gingiva/is, respectivamente. 

4,3.2 Determinación de la Concentración Mínima tnhibitoria (CMt). 

La actividad antimicrobiana de los compuestos se evaluó utilizando un ensayo de 

microdilución en placa estéril de 96 pozos (Sarstedt). Los cultivos de cada especie 

incubados a lo largo de la noche se centrifugaron (10000 rpm, 10 min), se lavaron 

2 veces en una solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M (PBS, pH 6.8) Y se 

resuspendieron. La suspensión de células se ajusto utilizando un 

espectrofotómetro de la serie Cecil (Milton Roy). Cada pozo contenía S. mutans 5 

x 10' unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. el compuesto de prueba en 

dilución seriada y el medio de cultivo apropiada. Los ensayos se realizaron por 

triplicado para cada concentración de prueba. 
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Los conlroles utilizados consideraron un medio de cultivo inoculado, sin 

compueslos de prueba mientras que el blanco conten ia únicamenle medio de 

cultivo sin inocular. Todas las placas se inocularon a 3rC bajo cond iciones 

atmosféricas adecuadas, S. mutans se inoculó en condiciones aerobias. El 

crecimiento se estimó espectroscópicamente (AG6Q nm) después de 24 y 48 horas, 

utilizando un leclor de placas (Biorad) . 

Los resultados se expresan como Concentración Míníma Inhibiloria (CMI). Esta se 

define como la mínima concentración del compuesto de prueba que límita la 

turbidez a menos de 0.05 A6fIJ nm . Se utilizo gluconato de clorhexedina (CHX, 

sigma, SI. Lou is, MO, EU) como conlrol posilivo. 

4.4 ESTUDIO FlToauiMICO DEL JUGO DE Punica granatum (granada). 

4.4.1 	 Preparación del extracto orgánico a partir del jugo de Punica 

granatum. 

El exlracto organico se preparó mediante un proceso de partición a partir de 5 

litros de jugo de granada y utilizando 5L x 3 de una mezcla de acetato de etilo y 1­

butanol (1:1) como disolven te de extracción. La solución resultante secó utilizando 

sulfato de sodio anhidro y se concentró al vacío obteniéndose 5.690 g de extracto 

de consislencia oleosa de color rojo obscuro. El extracto obtenido eva luó 

utilizando como bacterias de prueba Streptococcus mutans y Phorphyromona 

gingivalis. 

4.4.2 	Fraccíonamiento primario del extracto del jugo de granada. 

Una porción del extracto (4.0 g) fue sometida a un proceso de fraccionamiento 

cromatográfico en Sephadex LH-20 (50 x 3.5 cm). utilizando como fase móvil 

diclorometano, mezclas de diclorometano-metanol (1:1) y metanol. Este proceso 

generó 50 fracciones de 100 mL cada una , las cuales fueron reunidas con base a 

su simili tud cromatogrilfica, obteniéndose asi ocho fracciones combinadas 
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(Cuadro 5) . El Cuadro 5 resume el proceso de fraccionamiento del extracto de P. 

granatum. 

Cuadro 5. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna del extracto 
de P. grana um. I 

Sistema de 
elución 

Proporción Fracciones 
obtenidas 

Fracciones 
reunidas 

Clave Peso (g) 

• CH,CI, 100 1-3 1-6 FI 0.201 
CH,CI, -Metanol 50:50 4-5 7-1 3 

Metanol 100 9-50 14-19 FII 0.802 
20-24 FIII 0.120 
25-30 FIV 0.069 
31-37 FV 0.151 
38-44 F-VI 0.189 
45-47 F-VII 0.125 
48-50 F-VIII 0.179 

Cada una de las fracciones reunidas se evaluó utilizando como bacterias de 

prueba S. mulans y P. gingivalis. Las concentraciones minimas inhibidoras para 

cada una de las fracciones se presentan en el Cuadro 6. 

Cuadro 6. Concentraciones minimas inhibitorias obtenidas para las fracciones FI­

FVIII derivadas del fraccionamiento secundario del extracto obtenido a partir del 

jugo de P. granalum. 

FRACCiÓN CMI (flg/mL) S_ mutans 
CMI (flg/mL) P_ 

gingivalis 

FI >1000 >1000 

FII 568.5 440.2 

FIII 686.8 735.7 

FIV >1000 >1000 

FV >1000 >1000 

FVI 124.7 80.6 

FVII >1 000 >1000 

FVIII 124.4 79.7 
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4.4.3 Fraccionamiento secundario de la fracción activa FII. 

La fracción FII fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta utilizando 

como fa se estacionaria 150 g de gel de silice y como fase móvil diclorometano, 

diclorometano-metanol en diversas proporciones (Ver Cuadro 7) y metanol. 

Mediante este proceso se obtuvieron 76 fracciones que luego fueron reunida s por 

su similitud cromatográfica. obteniéndose 13 conjuntos de fracciones combinadas. 

Cuadro 7. Fraccionamiento terciario por cromatografia en columna abierta de la 
fracción FII. 

Sistema de 
elución 

Proporción Fracciones 
obtenidas 

Fracciones 
reunidas 

Clave 

CH,CI, 100 1-8 1-9 F1 
CH,C1,-MeOH 95-5 9-16 10-11 F2 
CH,CI,-MeOH 90-10 17-24 12-19 F3 
CH,CI,-MeOH 85-15 25-32 20-25 F4 
CH,C1:,.-MeOH 80-20 33-40 26-30 F5 
CH,CI,-MeOH 75-25 41-48 31-32 F6 
CH,CI,-MeOH 70-30 49-56 33-34 F7 
CH,CI,-MeOH 65-35 57-64 35 F8 
CH,CI,-MeOH 50-50 65-72 36-40 F9 

MeOH 100 73-76 41-48 F10 
49-55 F11 
56-60 F12 
61-76 F1 3 
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Jugo de Granada 
5 litros 

. Extracción con acetato de etito-1­
butanol (1: 1) 3 )( 5 litros 
. Secado con Na2S04 

Jugo extraido 

ce, Sepha dex-LH-20 
Dic lorometano ---melanol 

g
1 o~~ 9 11 07 gil o~~t 9 11 o~t~9 11 o~~ 9 11 O~I~9 11 O~I~g 11 oFii 1 

IÁcido gatico I 1 
Ácido elágico 

Cuadro 8. Proceso de extracción y fraccionamiento de Punica granatum. 

4.4.4 Obtención del ácido gálico (1). 

A partir de las fracciones FII-2 y FII-3 precipitó de manera espontánea en un sólido 

amorfo de color amarillo oscuro el cual fue separado por filtración al vacio y 

sometido a múltiples lavados utilizando una mezcla de CH,CI,/MeOH (1:1) en frio . 

El sólido (285 mg) fue identificado como el acido gálico por comparación de sus 

constantes espectroscópicas y espectrométricas con las reportadas previamente 

en la literatura y por comparación directa con una muestra autentica comercial de 

Sigma-Aldrich. 
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4.4.5 Fraccionamiento secundario de la fracción activa FIII. 

La fracción FIII fue sometida a un fraccionamiento en columna rápida utilizando 

como fase estacionaria 60 g de silica gel C'8 (Sigma-Aldrich) y como fase móvil 

agua-metanol en diversas proporciones (Cuadro 8) y metanol. Median te este 

proceso se obtuvieron 36 fracciones que luego fueron reunidas por su similitud 

cromatografica, obteniéndose 5 conjuntos de fracciones combinadas. 

Cuadro 9. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de 
la fracción FIII 

Sistema de 
elución 

Proporción Fracciones 
obtenidas 

Fracciones 
reunidas 

Clave 

Agua-metanol 70-30 1-3 1-4 FIII -1 
Agua-metanol 60-40 4-6 5-10 FIII-2 
Ag ua-metanol 50-50 7-11 11 -16 FIII-3 
Agua-metanol 30-70 12-17 17-29 FIII-4 
Agua-metanol 20-80 18-22 30-36 FIII-5 
Agua-metanol 10-90 23-26 

Metanol 100 27-36 

4.4.6 Obtención del ácido elágico (2). 

La fracción FIII-2 fue analizada mediante cromatografía en capa fina y reveló la 

presencia de un compuesto mayoritario con taminado. El sólido se lavó con 

metanol. Este proceso permitió el aislamiento de un compuesto que fu e 

caracterizado como el acido elágico (2). 
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5. 	 RESULlADOS y DISCUSiÓN 

De acuerdo al anuario estadistico del Departamento de Agricultura de los Estados 

Unidos en el año 2006, Punica granatum es una de las veinte especies mas 

comercializadas en el Mundo y se ha extendido su uso con fines medicinales. De 

tal forma que la persistencia de P. granatum para tratar diversos trastornos entre 

los cuales destacan parasitosis intestinal, diarrea, disentería, cólicos, gripe, 

inflamación, infecciones de la cavidad oral y de los riñones hacen de la especie un 

candidato para su estudio. Una vez preseleccionada la especie se procedió a 

realizar la determinación de la concentración minima inhibitoria (CMI) para el 

extracto del jugo de granada utilizando como microorganismos de prueba a la 

bacteria cariogénica Streptococcus mutans y a la periodontopática 

Phorphyromonas gingivalis. 

5.1 	 Resultados de la concentración minima inhibitoria (CMI) del jugo de 

granada sobre S. mutans. 

La determinación del potencial antibacteriano del jugo se realizó mediante el 

método de microdilución en placa de 96 pozos y siguiendo la metodologia descrita 

por Rivero-Cruz". Los resultados de esta evaluación indicaron que et jugo de 

granada era activo contra las especies S. mutans y P. gingivalis con 

Concentraciones Minimas Inhibitorias de 568.5 y 440.2 ~g/mL respectivamente. 

Los extractos derivados de plantas se consideran activos contra esta bacteria si su 

CMI es menor a 1000 ~g/mL43 . 

42 Rivera-Cruz. J. F. (2008). Anlimicrobial compounds Isolaled from Haemaloxylon brasiletro. Joumal o( 

Elhnopharmacology, 119, pp. 99-103. 

4) WU, C. D., Wei, G. (2002).Tea as él funcl ionallood lar oral heallh, Nutntion, l B. pp. 443-444. 
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5.2 	 Obtención y caracterización de los principios activos presentes en el 

jugo de granada. 

Con la finalidad de obtener los constituyentes antibacterianos se realizó un estudio 

fitoquimico biodirigido del jugo de granada. Este tipo de estudio ha demostrado en 

diversas ocasiones ser el mas eficiente para la obtención de metabolitos 

secundarios bioactivos de interés medicinal (Rivera-Cruz, 2008a; 2008b). El jugo 

de granada se sometió a una extracción utilizando como disolvente una mezcla de 

acetato de etilo-1-butanol (1: 1). Del fraccionamiento primario del extracto se 

obtuvo un conjunto de ocho fracciones finales las cuales se probaron contra S 

mutans y P. gingivalis. 

El aislamiento y purificación de los compuestos presentes en las fracciones activas 

se realizó mediante el empleo de cromatografias abiertas utilizando Sephadex LH­

20 Y gel de silice fase reversa (C16 ). El proceso global permitió el aislamiento y 

caracterización de dos metabolitos activos mayoritarios con actividad 

antibacteriana descritos previamente en la especie. Los compuestos aislados se 

caracterizaron como el acido galico (1) y el acido elagico (2) (Figura 2). 

HO o 	 o 
o OH 

HO 
{I 

HO 	 OH 

HOOH 

1 	 2 

Figura 2. Compuestos activos aislados a partir de P. granatum 
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5, 3 Caracterización estructural del compuesto 1. 

De las fracciones combinadas activas FII-2 y FII-3 obtenidas del fraccionamiento 

secundario mediante Sephadex LH-20 se obtuvieron 285 mg de un sólido que 

precipitó de forma espontánea; este sólido se purificó con sucesivas 

recristalizaciones con mezclas de metanol y diclorometano, El compuesto 1 fue 

identificado como el ácido gálico por comparación de sus constantes 

espectroscópicas y espectrométricas con las reportadas en la literatura" y por 

comparación con una muestra auténtica obtenida de Sigma-Aldrich, En el Cuadro 

6 se resumen los datos. En las Figuras 3 y 4 se muestran los espectros de RMN­

' H Y RMN_ 13C. 

HO O 

2 

3 ~ 7 

1 

4 ~6
110 OH5 

OH 
Ácido gálico (1) 

+-1 Chanwilheesuk, A.o Teerawutgulrag, A., Kilburn , D., Rakariyalham. N. (2007) . Antimicrobial galllc acld !rom 
Caesalpinia mimo&oides Lamk. Food Chemislry 100, p. 1047; Chen, Z., Liu , Y., Yang, S., Songo B . Xu. G .. 
8hadury, P., J in, l. , Hu, D., Uu, F., Xue, W. , and Zhou, X. (2008). Sludies on Ihe chemlcal cons/IIuenls and 
anlicancer activily af Saxifraga stolonifera (L ) Meeb. Bioorganic & Medicinal ChemiSlry 16, p. 1338; l ua . J. , 
Welb. Y .. Yuan. O. (2007). Preparative separation af galtic acid from Chinese lradilional medicine by high­
spee<f counter..current chromalography and folJowed by preDéJral ive JiQu id chromatography. Separotion and 
Purificatton Technology 55. 43. 
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Cuadro 10. Datos físicos y espectroscópicos del compuesto 1 

p.f. ('C) 250-252 ' C 

IRA _ (cm' ) 2661 -3493 (-OH), 1691 (C=O), 1612, 1541 Y 1431 

(aromaticidad) 

RMN- H 9.1 8 (s, 1-COO!::!), 6.90 (s, H-3, H-7), 3.40 (4, 5, &- O!::!) 

(300 MHz. DMSO-d, ) Il(ppm ) 

RMN-"C 167.40 (C-1), 145.38 (C-4, C-6), 137.96 (C-5), 

(75 MHz. DMSO-d,) Il(ppm): 120.46 (C-2), 108.73 (C-3, C-7) 

H-3. H-7 

110 

; I 

, -?".11 1) , 0 11 

0 11 

COOti 4. ot:i. !'-otI. S.Otl 
------------~~----____~__~________JL__~________J 

I I 
c. ,. 

Figura 3. Espectro de RMN- 'H del ácido gálico (1, DMSO-d" 300 MHz). 
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Figura 4. Especlro de RMN-" C del ácido gálico (1 DMSO-d, . 75 MHz). 

5.4 Caracterización estructural del compuesto 2. 

El compuesto 2 se aisló a partir de FIII-2 como un sólido amorfo de color blanco 

el cual fue purificado por recristalización utilizando metanol. Su especlro de IR 

mostró bandas de absorción para grupos hidroxilo (banda amplia 3400-3218 cm-'). 

carbonilo de lactona (1748 cm·') y aromaticidad (1603 y 1590 cm-'). Los maximos 

de absorción observados en el espectro de UV A",,,= 256 Y 293 nm confirmaron la 

naturaleza aromática del producto. La fórmula molecular se eslableció como 

C14H60 B. la cual permite 12 grados de instauración. En el Cuadro 11 se resumen 

los dalos físicos y espectroscopicos del compuesto 2. 
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HO OH 

Ácido elágico (2) 


Cuadro 11 Datos fisicos y espectroscópicos del compuesto 2. 


pf (' C) 230-232 

IR , "'" (cm' ) 3400-3218 (-OH), 1748 (carbonilo de lactona), 1603 y 

1590 (aromaticidad) 

UVI. m.. (nm) 202, 293,356 

RMN- H 

(300 MHz, DMSO- d, ) ó(ppm) 

7.45 (s, H-4, H-9) , 3.34 (2, 3, 7, 8-0!::!) 

RMN-"C 

(75 MHz, DMSO-d, ) ó(ppm): 

136.33 (C-1 a, C-6a), 139.52 (C-2, C-S), 

148.05 (C-3, C--8), 112.25 (C-4, C-9), 107.57 (C-4a, C­

4b), 112.25 (C-4b, C9b), 159.03 (C-5, C-10) . 

El espectro de RMN_' H en dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d,) del producto 

natural presenta el perfil del ácido elágico. En el espectro se observa una señal en 

la región de los hidrógenos aromáticos: un singulete con desplazamiento quimico 

de 7A5 ppm asignable a los protones aromáticos H-4 y H-9. En 3.34 ppm se 

observa una señal ancha asignable a hidrógenos de los grupos OH . 

En el espectro de RMN·13C se observan sólo siete señales diferenles lo que 

indica la presencia de una molécula dimérica, seis de las señales son asignables a 

un anillo aromático (148.05, 139,52, 136.33, 11225, 11 0, 27 Y 107.57 ppm) y la 

señal restante con un desplazamiento quimico de 159.03 ppm es congruente con 

la presencia de grupos carbonilo. 
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Figura 5. Especlro de RMN- 'H del acido elagico (2 DMSO-d" 300 MHz). 
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Figura 6, Espectro de RMN_ 13C del ácido élagico (2 DMSO-d6, 75 MHz), 
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5.5 Evaluación del potencial anlimicrobiano de los melabolitos 

secundarios. 

El polencial anlimicrobiano de los metabolitos secundarios obtenidos de P. 

granatum se delerminó mediante la evaluación de sus efectos sobre el crecimiento 

de las bacterias S. mutans y P. gingivalis. Los dos compuestos aistados 

presentaron un efecto antimicrobiano con concentraciones mínimas inhibitorias 

(CMI) en un intervato de 40.3 y 125.9 pg/mL. En el Cuadro 12 se presentan las 

CMl"s para cada uno de tos compueslos aislados. 

Cuadro 12. CMI de los compuestos aislados sobre la bacteria S. mutans. 

Compuestos CMI (¡tg/mL) S. mutans 
CMI (¡tg/mL) P. 

gingivalis 

1 125.9 40.3 

2 94.2 25.8 

5.6 Efecto de los compuestos aislados sobre la agregación de S. mutans. 

Para obtener información acerca de los efectos de los compuestos aislados sobre 

la agregación de bacterias se decidió medir su efecto sobre la formación de 

agregados por parte de S. mutans. Los resultados de este experimento indican 

que et ácido etágico presenta un efecto positivo sobre ta agregación de S. mutans. 

En ta Gráfica 1 se observa que et ácido etágico induce una agregación 

dependiente del tiempo con efecto máximo a los 90 min y la Figura 2 ilustra el 

efecto del ácido elágico sobre un cultivo de S. mutans. 
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Gráfica 1. Efecto del ácido elágico sobre la agregación de S. mutans. 

(a) (b) 

Figura 7. Efecto del tratamiento con ácido elágico a 37' C durante 90 mino (a) 

cuHivo tratado y (b) control de células en solución amortiguadora de fosfatos . 
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

La información cientifica que se generó en esta investigación representa una 

contribución al conocimiento quimico y biológico de la especie Punica grana/um. 

El efecto antimicrobiano que presenta el extracto preparado a partir del jugo de la 

granada y el uso de la especie para el tratamiento de diarrea, disenteria, e 

infecciones de la cavidad oral y de los riñones sustentan de manera preliminar y 

parcial la eficiencia de la especie en las prácticas médicas populares. 

El estudio fitoquimico biodirigido del jugo de granada permitió el aislamiento y 

caracterización de los ácidos gálico (1) y elágico (2). Los compuestos aislados 

presentaron una actividad antimicrobiana sobre el crecimiento de S. mu/ans. La 

actividad de los compuestos puros fue menor a la observada para el control 

positivo clorhexidina . La evidencia experimental obtenida en el presente estudio 

sugiere que el ácido elágico además de su efecto antíbacteriano promueve la 

agregación de la bacteria S. mu/ans. Además de la actividad antibacteriana este 

ácido ha mostrado actividad antiprotozoaria contra Entamoeba his/oly/ica y Giardia 

lamblía, ambas causantes de diarrea . Otros estudios previos reportan actividad 

antimicrobiana contra Helícobac/er pylori, Gandida albicans, Ac/inomyces viscosus 

y Prevo/ella intermedia. El ácido elágico también posee una amplia gama de 

actividades biológicas entre las que destacan: antioxidante, antimutagénico, 

antitumoral y activador de la coagulación de la sangre. 

Por otro lado el ácido gálico presentó una actividad antibacteriana menor a la del 

ácido elágico. Sin embargo, en la literatura se describe su efecto inhibidor del 

crecimiento de cepas de Escherichia colí 0157:H7, Gorinebac/erium sp., Bacillus 

subtilís. Bacillus cereus, Shigella shiga y Vibrio calera. Por otra parte, también se 

ha encontrado que reduce la replicación del virus del herpes genital HSV-2. 
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7. PERSPECTIVAS GENERALES DE LA PRESENTE INVESTIGACiÓN 

Continuar con el estudio fitoquimico det jugo de granada con ta finatidad de aislar 


compuestos presentes en menor cantidad en las fracciones activas del mismo. 


Determinar el potenciat antibacteriano de los frutos frescos de P. granatum. 


Desarrollar un método analítico por cromatografía de liquidas de alta eficiencia 


para cuantificar los principios activos en el jugo de granada yen los extractos de la 


granada. 


Establecer el efecto del jugo, extractos derivados de la granada y compuestos 


puros sobre la enzima glucosiltransfera sa de S. mutans. 
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