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CAPITULO

Introduccion

El tema de las plantas medicinales es quizd tan antiguo como el hombre
mismo, sin embargo, los conocimientos al respecto, siempre han sido diseminados. A
pesar de la invasién farmacoldgica mundial, las personas siguen recurriendo a los
remedios vegetales para aliviar sus enfermedades comunes, por ello un esfuerzo por
regresar al empleo de los productos naturales representa un aporte muy significativo
ya que son un recurso que debe conocerse, usarse y cuidarse como parte del rico

patrimonio natural del pais (Quesada, 2008).

Es indudable la importancia de las plantas y los drboles para la medicina moderna,
durante mucho tiempo los remedios naturales y las plantas medicinales fueron el
principal e incluso el tnico recurso de que disponia el médico; todas las culturas, a lo

largo y ancho del planeta y, en todos los tiempos, han usado las plantas medicinales

como base de su propia medicina (Nufez, 1982).

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la salud de
millones de seres humanos. Como toda institucion social, la medicina tradicional mexicana ha

cambiado en el curso de los siglos, interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar
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lo que llamamos el “sistema real de salud” de millones de mexicanos del siglo XXI, habitantes

del campo y la ciudad (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En el caso particular de México, se ha estimado que existen cerca de 30 000 especies de plantas
de las cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista documenté aproximadamente 3 000 con
usos medicinales y seguin datos de la Organizacién Mundial de la Salud alrededor del 80% de la
poblacién mundial utiliza la medicina tradicional para atender sus necesidades primarias de
asistencia médica existiendo una tendencia hacia lo natural como terapia alternativa de infinidad
de dolencias. La salud bucal es parte integral de la salud general, y por lo tanto, es de gran

importancia (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En Meéxico, considerando que existe una poblacién de aproximadamente 100 millones de
personas, solamente existe un nimero limitado de estudios enfocados a la comprension de los
factores involucrados en el desarrollo de caries dental. Algunos estudios epidemioldégicos
estiman que alrededor del 95% de la poblacién mundial se encuentra afectada (Aguilera et al.,
2004). A pesar de las mejoras en los servicios de salud, el acceso a la atencién sanitaria

bucodental es limitado.

Una mala salud bucodental puede tener profundas repercusiones en la salud general y en
la calidad de vida. El dolor, los abscesos dentales, los problemas al comer o en la masticacion, la
pérdida de piezas y la existencia de dientes descoloridos o dafiados tienen efectos importantes en

la vida y el bienestar cotidianos de las personas (Mifiana, 2004).

Tomando en cuenta que las enfermedades de la cavidad oral se encuentran entre las mas
comunes en México, el presente trabajo surgié como parte de un proyecto que plantea la
investigacion fitoquimica de las hojas de la especie Psidium guajava debido al uso que se le da

para el tratamiento de enfermedades de la cavidad oral (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).
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CAPITULO

Antecedentes

La salud bucal se considera una parte integral del complejo craneo-facial que
participa en funciones vitales como la alimentacion, la comunicacion y el afecto, por
lo tanto, la salud bucal esta relacionada con el bienestar y la calidad de vida desde los
puntos de vista funcional, psicosocial y econémico. Entre las principales
enfermedades que afectan la cavidad bucal figura la caries (De la Fuente et al., 2008).
Gran parte de la poblacion la padece de forma innecesaria, debido sobre todo al estilo
de vida (dieta e higiene bucal inadecuada), asi como al acceso restringido a los
servicios de salud odontoldgicos, la falta de cultura de la poblacién en cuanto al
cuidado de la boca y los altos costos que la atencién odontoldgica representa, entre

otros (De la Fuente et al., 2008).

2.1 CARIES DENTAL
2.1.1 Concepto

Segin la OMS, la caries dental se puede definir como proceso patoldgico, localizado, de
origen externo, que se inicia tras la erupcién y que determina un reblandecimiento del tejido duro

del diente, evolucionando hacia la formacion de una cavidad.
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La caries se caracteriza por una serie de complejas reacciones quimicas y microbiolégicas que
acaban destruyendo el diente. Se acepta que esta destruccién es el resultado de la accién de
acidos producidos por bacterias en el medio ambiente de la pieza dental. Clinicamente, la caries
se caracteriza por cambio de color, pérdida de translucidez y la descalcificaciéon de los tejidos
afectados. A medida que el proceso avanza, se destruyen tejidos y se forman cavidades (Minana

et al., 2004).

2.1.2 Etiologia de la caries

Es considerada como una enfermedad multifactorial, principalmente es producto de la
interaccion de los factores primarios: hospedero (diente y salival), microorganismos y la dieta
durante un determinado lapso (Cuenca et al., 1994). La caries como enfermedad infecciosa se
produce cuando se rompe dicho equilibrio (Henostroza et al., 2005). [Tabla 1]

A través de los tiempos, se han preconizado diversas teorias acerca de la naturaleza etioldgica de
la caries, sin embargo las teorias microbianas empiezan a aparecer al final del siglo XIX

(Henostroza et al., 2005).

a) Proteolitica

Gottlieb, en 1944, sugirié que la matriz organica que forma una delicada red que recubre
las superficies de los cristales de apatita del esmalte?, era atacada antes que la porcién
mineral del esmalte. Los microorganismos, al hidrolizar las proteinas, dejan a la sustancia
inorganica desprovista de la estructura mecénica proteica que la soporta, lo cual ocasiona
el desmoronamiento de los tejidos dentales.

Sin embargo, esta teoria no puede explicar que la incidencia de lesiones cariosas no se
incrementa en determinados sectores de tejidos dentarios que tienen alto contenido

organico.

'La saliva le aporta al esmalte de los dientes recién brotados iones de calcio y de fosfatos que permiten
gradualmente incrementar su grado de mineralizacion y a la vez perfeccionar su estructura (Duque et al., 2006).

% En la actualidad se conoce que la superficie externa del esmalte estd en un constante intercambio idnico con el
medio bucal (Duque et al., 2006).
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b) Protedlisis-quelacion

Partiendo de la teoria proteolitica, se propuso que luego del proceso de protedlisis
ocurriria una quelacion. Esta teoria sostenia que los microorganismos causantes de la
caries dental empiezan el proceso degradando enzimaticamente las proteinas, derivando
en sustancias que disuelven la porcion mineral del esmalte mediante un proceso
denominado quelacion, el cual se desarrolla por accién de moléculas organicas en forma
de anillo, denominadas quelantes, las cuales al unirse a un i6n forman una sal solubles
por medio de enlaces covalentes.

Quimioparasitaria

Se afirma que las bacterias orales producen acidos al fermentar carbohidratos de la dieta
(especificamente el azucar) y que tales dcidos (particularmente el l4ctico) disuelven el

esmalte, ocasionando su deterioro.

El papel esencial de los microorganismos en la etiologia de las caries fue instituido por

Miller en 1980. Considerado el precursor de la microbiologia dental, sostuvo que la

evolucién del proceso carioso tenia lugar en dos etapas: la primera ocasionaba la

descalcificacion o reblandecimiento de los tejidos dentales, por la participacion de bacterias

capaces de producir dcidos; y la segunda producia la disolucién de las estructuras

descalcificadas, por la intervencion de microorganismos que degradan o digieren la sustancia

orgénica (Henostroza et al., 2005).

Tabla 1. Factores etiologicos primarios de la caries

Diente Saliva
Genetlc’a Flujo
Anatomia T J
HOSPEDERO Posicién ampon
Streptococcus mutans.
A(_;ENTE . Lactobacilos sp.
Microorganismo Actinomyces sp.
SUSTRATO Carbohidratos — sacarosa
Dieta-Medio-Azacar Frecuencia de consumo

<+ Adaptado de Henostroza ef al., 2005.
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Para que se origine la enfermedad se requiere de la intervencion adicional de factores
moduladores [Tabla 2], los cuales contribuyen e influyen decisivamente en el surgimiento y

evolucidn de las lesiones cariosas.

Tabla 2. Factores moduladores de la caries

Tiempo Interaccion de los factores primarios
Edad Nifos, adolescentes, adultos, ancianos
Salud general Impedimentos fisicos

Consumo de medicamentos

Enfermedades varias

Nivel socioeconémico bajo, medio, alto

Experiencias pasadas de caries Presencia de restauraciones y extracciones
Grupo epidemiolégico Grupos de alto y bajo riesgo

Variables de comportamiento hébitos, usos y costumbres

Fluoruros Remineralizadores y Antibacterianos

< Adaptado de Henostroza et al., 2005.

2.1.3 Principales microorganismos implicados en la caries dental

En experiencias de laboratorio se consiguié producir in vitro caries dental en dientes
humanos extraidos y asimismo, en animales de experimentacion, alcanzidndose importantes
hallazgos. Se lograron identificar los microorganismos o bacterias relacionadas con el origen de

la caries dental aislados a partir de lesiones cariosas activas (Henostroza et al., 2005).

La cavidad bucal contiene una de las mds variadas y concentradas poblaciones microbianas del
organismo. Se estima que en ella habitan entre 200 y 300 especies y que en Imm? de placa dental,
que pesa lmg se encuentran 10" microorganismos. Entre las bacterias presentes en la boca se

encuentran tres especies principalmente relacionadas con la caries [Tabla 3]: Streptococcus
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(subespecies S. mutans’ y S. sobin); Lactobacillus (subespecies L. casei, L. fermentum) y los

Actinomyces (subespecies A. israelis y A. nastundi) (Henostroza et al., 2005).

Tabla 3. Principales bacterias que intervienen en la formacion de la caries dental

BACTERIAS CARACTERISTICAS
Producen grandes cantidades de polisacdridos extracelulares que
permiten una gran formacién de placa.

Producen gran cantidad de 4cidos a bajos niveles de pH.
Streptococcus mutans

Rompen algunas glicoproteinas salivares importantes para impedir las
etapas de desarrollo inicial de las lesiones cariosas.

Lactobacillus . . :
. Aparecen cuando existe una frecuente ingesta de carbohidratos.
(bacilos gram
negativos)
Relacionados con lesiones cariosas radiculares.
Actinomyces Raramente inducen caries en esmalte.

Producen lesiones de progresién mds lenta que otros microorganismos.
< Adaptado de Henostroza et al., 2005.

2.2 PLACA DENTAL

2.2.1 Definicion e importancia

. 4 . ., P . .

La placa bacteriana™ se define como la agregacién de multiples bacterias activas de
diferentes especies que se encuentran inmersas en una matriz extracelular compuesta
principalmente de polisacdridos. La adhesién de los primeros pobladores de la placa a la

superficie del diente tiene un papel importante en el inicio del desarrollo de la placa dental

3 Streptococcus mutans: Bacteria perteneciente a los estreptococos del grupo Viridans. Son cocos Gram positivos,
anaerobios facultativos, asociados en parejas o cadenas (Coykendall, 1989).

4 . , ~ . . .

Placa dental o bacteriana: Por si sola no es dafiina, hasta que no sea colonizada por microorganismos productores
de toxinas causantes de la caries. Se caracteriza por ser una pelicula pegajosa de color amarillento (Montes de Oca,
1989).
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(Henostroza et al., 2005), debido a que las bacterias de la placa en presencia de los azicares,

forman acidos que son los que descalcifican y destruyen el esmalte de los dientes produciendo la

caries (Mddulo de Salud Oral, 2010) .

2.2.2 Formaciony desarrollo de la placa

La formacion de la placa dental pasa por diferentes etapas, como son:

i.

iii.

1v.

Formacién de la pelicula adquirida.- Se origina a partir de la precipitaciéon de proteinas
salivales, como la mucina y las proteinas ricas en prolina.
Colonizacion bacteriana, que incluye 2 tipos de interacciones:

4 Adhesion bacteriana reversibles.- Involucra interacciones fisico—quimicas débiles
de largo alcance entre la superficie y la peliculas adquirida (Fuerza de Van der
Waals o interacciones electrostaticas).

4 Adhesion bacteriana irreversible: Involucra interacciones fuertes de corto alcance,
mediadas por la unién entre las adhesinas de la superficie bacteriana (proteinas
fibrilares denominadas antigeno I/II o PAc® en el Streptococcus mutans) y sus
receptores glucidicos en las glicoproteinas de la pelicula adquirida (interacciones
proteina — proteina, proteina glicidos).

Co-adhesion.- unioén de colonizadores secundarios a las células bacterianas ya adheridas.
Multiplicacién y formaciéon de la biopelicula.- Incluye la sintesis de polisacaridos
extracelulares.

Maduracién de la placa.- Incluye la muerte o el desprendimiento de microorganismos que
van a colonizar otros sitios, y el predominio de microorganismos anaerobios (Triana et

al., 2008).

5 , . . . .

PAc: Proteina de la pared celular de Streptococcus mutans que tiene caracter antigénico cuyo peso molecular es
de 190 kDa. Indispensable en los fendmenos iniciales de adherencia y agregacién del microorganismo sobre la
superficie dental, tomando como sustrato las proteinas de la pelicula adquirida.
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2.2.3 Factores de virulencia de Streptococcus mutans

. .6 - ., . ..
Los factores de virulencia’ involucrados en la produccion de caries principalmente son:

I.  Acidogenicidad: el estreptococo puede fermentar los azicares de la dieta para producir
principalmente 4cido lactico como producto final del metabolismo. Esto hace que baje el

pH y se desmineralice el esmalte dental (Azevedo, 1985).

El pH al cual los tejidos dentales se disuelven estd entre 5.3 y 5.7 a nivel adamantino y de
6.5 a 6.7 en dentina. Algunos microorganismos, tales como S. mutans y Lactobacillus sp.,
alcanzan un excelente crecimiento a niveles de pH mds bajos que otras bacterias de la
placa, y un pH final menor al nivel critico. Esta caida del pH se debe a mecanismos
metabdlicos bacterianos que se requieren para la obtencion de energia (Henostroza et al.,
2005).

II.  Aciduricidad: es la capacidad de producir 4cido en un medio con pH bajo.

III. Acidofilicidad: el estreptococo puede resistir la acidez del medio bombeando protones
(H") fuera de la célula.

IV. Sintesis de glucanos y fructanos: por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y fructano, a partir
de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a adherirse al diente y
ser usados como reserva de nutrientes.

V. Sintesis de polisacdridos intracelulares, como el glucégeno: sirven como reserva
alimenticia y mantienen la produccion de acido durante largos periodos atn en ausencia
de consumo de azucar.

VI.  Produccién de dextranasa: ademds de movilizar reservas de energia, esta enzima puede
regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo productos finales de glucano

(Azevedo, 1985).

Factores de virulencia: Son aquellas condiciones o caracteristicas especificas de cada microorganismo que lo
hacen patégeno.
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2.2.4 Factores de riesgo

Por consiguiente el grado de cariogenicidad de la placa dental depende de una serie de factores
que incluyen:
1. La localizaciéon de la masa de microorganismos en zonas especificas del diente, tales
como: superficies lisas, fosas y fisuras y superficies radiculares.
2. El gran nimero de microorganismos concentrados en dreas no accesibles a la higiene
bucal o a la autolimpieza.
3. La produccién de una gran variedad de 4cidos (4cido lactico, acético, propidnico, etc.)
capaces de disolver las sales célcicas del diente.
4. La naturaleza gelatinosa de la placa, que favorece la retenciéon de compuestos formados
en ella y disminuye la difusiéon de elementos neutralizantes hacia su interior (Henostroza

et al., 2005).

Tabla 4. Principales factores de riesgo relativos a los microorganismos

v" Concentracién de bacterias acidogénicas en sitios especificos de los dientes.
v" Potencial acidogénico de las baterias en superficies mucosas y en la saliva

v" Concentracion de bacterias acidogénicas en la placa.

<+ Adaptado de Henostroza et al., 2005.

2.2.3 Relacion de la ingesta con la formacion de la caries

El aporte de la dieta al desarrollo de las caries constituye un aspecto de capital importante,
puesto que los nutrientes indispensables para el metabolismo de los microorganismos provienen
de los alimentos. Entre ellos, los carbohidratos fermentables se consideran los principales

responsables de su aparicion y desarrollo.

Mis especificamente la sacarosa, que es el carbohidrato fermentable con mayor potencial
criogénico y ademds actia como el sustrato que permite producir polisacdridos extracelulares

(fructano y glucano) y polisacdridos insolubles de la matriz. Ademds, la sacarosa favorece tanto
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la colonizacién de los microorganismos orales como la adhesividad de la placa, lo cual permite

fijarse mejor sobre el diente (Henostroza et al., 2005).

El principal mecanismos que interviene en el inicio de la desmineralizacion de los tejidos
dentales duros es la formacién de 4cidos por parte de los microorganismos durante su actividad
glicolitica, a partir de diferentes sustancias o alimentos de la dieta. Esto se traduce en una caida
del pH en el medio oral y favorece un medio de desarrollo para otras bacterias cariogénicas.
Existen ademads otros factores individuales que afectan la variacion del pH, tales como: cantidad
y composicion de la placa dental, flujo salival, capacidad buffer y tiempo de eliminacién de la
sustancia, entre otras. Aquellos productos que causan una caida brusca de pH por debajo del

nivel critico se consideran acidogénicas y potencialmente cariogénicas (Rodriguez et al., 2009).

Conjuntamente con la cantidad y frecuencia de consumo de los alimentos, asimismo deben
tomarse en cuenta otros factores, como por ejemplo la adherencia propia del alimento, que

prolonga el tiempo en que €ste se mantenga en contacto con el diente (Henostroza et al., 2005).

2.2.4 Agentes con actividad antimicrobiana contra la placa dental

Existen diversos agentes que han demostrado accidn sobre la formacion de la bioplaca causada
por S.mutans como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Agentes utilizados en la prevencion de la caries que influencian en la bioplaca

AGENTES TRADICIONALES
Higiene oral mecanica Radicales de oxigeno (ozono, perdxido de
hidrogeno).
Surfactantes (en dentifricos y enjuagues Clorhexidina.
bucales)
Fluoruros topicos de alta concentracion y bajo Fendlicos naturales (incluyendo aceites
pH esenciales).
Iones metalicos (Cu, Fe, Zn, Sn, Ag) Fendlicos sintéticos (Triclosan).
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Tabla 5. Agentes utilizados en la prevencion de la caries que influencian en la bioplaca

(continuacion)

AGENTES NUEVOS

Agente
Xilitol’

Fosfopéptidos caseicos®
(CPP)

Otros productos naturales derivados de plantas
(antimicrobianos ingeribles)

Especies bacterianas inhbidoras (probiéticos)
Alcalinizantes (arginina, urea)

Péptidos sintéticos

Funcién
Numerosos estudios han demostrado su efecto
antibacteriano.
Debilita las propiedades de adhesion de S. mutans.
Reducen la desmineralizacién y aumentan la
remineralizacion.
Gran nuimero de extractos derivados de las plantas
poseen propiedades anticariogenicas, que bloquean
la  expresibn 'y secrecion de  enzimas
glucosiltranferasas de S.mutans previniendo su
accion de sintesis de glucanos insolubles.
Causar competencia entre especies bacterianas
Elevar el pH en la placa dental.
Propiedad antimicrobiana. Sin embargo la baja
afinidad de unién a la placa no los hace una buena
opcion.

7 Xilitol: Es un poliol natural que es absorbido por S. mutans pero no es fermentable (Hildebrandt et al., 2000).
& CPP: Son moléculas que se producen naturalmente de la leche vacuna. Bajo condiciones acidas son capaces de
emitir iones de calcio e iones fosfato, y como resultado mantener un estado de sobresaturacion con respecto al

esmalte del diente (Rose, 2000).
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2.3 Psidium guayaba

2.3.1 Descripcion

Es un arbol de hoja perenne o arbusto pequeno de 4 a 10 m de altura, con extensas ramas,
corteza lisa, delgada y de color café. Tiene las hojas duras, més anchas en su punta que en el
centro y por la parte del envés la hoja es vellosa y con sus nervios realzados. Las flores son
solitarias, blancas o cremosas y olorosas, con muchos estambres. Sus frutos son globosos, con
olor fragante y la pulpa es de color amarillo o rosa, con numerosas semillas (Biblioteca Digital

de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Figura 1. Hojas de guayaba desecadas

2.3.2 Nombre comunes
Xalxocotl, xaxokotl, xaxucotl (ndhuatl): arena agria. Guava, guayabilla, guayabilla cimarrona,
guayabo, guayabo morado, hojas de guayaba, palo de guayabo blanco. Chiapas: pata, pocs-cuy,
potoj, potos, pox, sumbadam; Michoacdn: enendi (purépecha); Morelos: coloc,jaljocote pichi,
xalxdcotl; Nayarit: ca-aru 6 ca-rd (cora), ushca-aru (tepehuano); Oaxaca: lacow (huave), tzon t
kichi kichi, tzon t kichi nchjon, tzon t kichi (amuzgo), jukoin papoxtiks, pox; Puebla: asiuit,
asiwit (totonaco), xaxokotl, xaxucotl (ndhuatl), aci'huit, xalxocotl, xapeni, xocoyot; Quintana
Roo: pichi (maya), kolok, juld, pachi', sakpichi; Veracruz: asiwit, cuympatan, patdn,
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pitchcuy; Yucatdn: piichi'; San Luis Potosi: bek (tenek) (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009).

2.3.3 Distribucion geografica

La guayaba se encuentra ampliamente distribuida en Centro y Sudamérica, Europa,
Africa y Asia. Crece en dreas tropicales y subtropicales en el mundo, se adapta a diferentes
condiciones climaticas, pero prefiere climas secos. Su uso medicinal ha sido reportado en

sistemas indigenas medicinales en América principalmente (Pérez-Gutiérrez et al., 2008) .

h- .
O Psidiwm guajava

Figura 2. Distribucion geogrdfica en el mundo de Psidium guajava

2.3.4 Composicion quimica

Las hojas contienen un aceite esencial rico en cariofileno, nerolidiol, 3-bisaboleno,
aromandreno y para-selineno. También se han detectado el -sitosterol, los triterpenoides; dcidos
oleandlico, dcido ursélico, 4dcido categdlico y acido guayavolico; 10% de taninos derivados del
acido elagico y los flavonoides quercetina y quercetin-3-arabinésido. En la raiz se han detectado
leucocianidinas, esteroles y dcido gélico. El fruto es rico en vitamina C (Biblioteca Digital de la

Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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2.3.4.1 Hojas

Las hojas contienen principalmente aceites esenciales como son: a- pineno, S-pineno,
limoneno, mentol, acetato de terpenilo, alcohol isopropilico, B- cariofileno p-bisaboleno,
cineol,6xido de cariofileno, f-copaneno, farneseno, humuleno, selineno, cardineno y curcumeno
(Zakaria et al., 1994). Se ha encontrado en el aceite esencial de las hojas contenido de nerolidiol,
B-sitosterol, 4cido ursdélico, dcido crategdlico y dcidos guayavolico (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).
Las hojas contienen un 6% de aceite fijo y 0.365% de aceite volatil, 3.015% de resina, y el 8.5%
de tanino, y un nimero de otras sustancias fijas, resinas, grasas, celulosa, tanino, compuestos
volatiles, clorofila y sales minerales (Burkill, 1997). También contienen un aceite esencial rico
en cineol y cuatro 4cidos triterpénicos, asi como tres flavonoides [Tabla 7]: quercetina,

avicularina y 3-L-4-pirandsido con gran actividad antibacteriana (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

Los constituyentes de los aceites esenciales de las hojas de Psidium guajava han sido analizados
por GC-MS cualitativa y cuantitativamente. Sesenta compuestos de los aceites esenciales han
sido identificados en un 90.56%. El componente mds importante fue cariofileno (18.81%),
copaeno (11.80%), [1aR- (1a a-, 4 a a-, 7a, 7aB-, 7b a-)]-decahidro- 1,1,7- trimetil-4-metileno
1H-ciclopropazuleno (10.27%), eucalipto (7.36%). Por otra parte, los 4cidos guavenoico y
oleandlico han sido aislados a partir de las hojas frescas de Psidium guajava. Por tltimo, de las
partes aéreas se han aislado el amritésido (glucésido de acido eldgico) y la guaijaverina

(glicésido de quercetina) (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

2.3.5 Usosy propiedades medicinales

Psidium guajava ademds de ser un importante producto alimenticio, se utiliza en
diferentes partes del mundo para el tratamiento de una serie de enfermedades [Tabla 6], tales
como: anti-inflamatorias, diabetes, hipertension, caries, heridas, alivio del dolor y reduccién de
fiebre etc., debido a que los extractos y metabolitos de esta planta, especialmente de las hojas y

frutos poseen actividades farmacoldgicas (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).
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Los estudios muestran que P.guajava es principalmente conocida por sus propiedades
antiespasmodicas y antimicrobianas en el tratamiento de la diarrea y la disenteria. También, ha
sido utilizado ampliamente como agente hipoglucemiante. Muchos estudios farmacolégicos han
demostrado la capacidad antioxidante, hepatoproteccién, antialérgico, antimicrobiano,

antigenotoxico, antiespasmodico, antiinflamatorio entre otras (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

2.3.5.1 Actividad antibacteriana

Se ha reportado efectos inhibitorios de los extractos acuoso y alcohdlico de las hojas
P.guajava sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Proteus spp., Shigella spp. y Escherichia
coli, causantes de infecciones intestinales. A lo largo de diferentes estudios sobre las hojas se ha
encontrado la presencia de tres sustancias con propiedades antibacterianas que son derivados de

la quercetina (Prabu et al., 2006 ; Arima et al., 2002).

La eficacia de la guayaba como antimicrobiano ha sido confirmada por cuatro compuestos
antibacterianos aislados de las hojas como son: dos nuevos glicésidos flavonoides, morina-3-O-
a-lixopiranosido y morina-3-O-a-L-arabopiranésido, y dos flavonoides que son la guaijaverina y

quercetina (Arima et al., 2002).

Las tinturas de las hojas y de la raiz de Psidium guajava han sido sujetas a pruebas de
sensibilidad in vitro en diluciones en un rango del 5% a 15% contra seis especies de
dermatofitos: Tricophyton tonsurans, T. rubrum, Tricosporum beigelii, Microsporum fulvum, M.
gypseum y Candida albicans. Obteniéndose resultados en los cuales la tintura de la corteza
presenta una mayor efectividad en el control del crecimiento micelial de los dermatofitos que la

tintura preparada a partir de las hojas (Dutta et al., 2000).
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2.3.5.2 Antidiarreicos

La diarrea ha sido reconocida como uno de los problemas de salud mas importantes que
enfrenta el mundo en especial por la poblacién de los paises en desarrollo. Cada afio se estima
que la diarrea ocasiona la muerte alrededor de 2.2 millones de personas a nivel mundial, la
mayoria son lactantes y nifios menores de 5 afios (Venkatesan et al., 2005). Por lo que la
decoccion de las hojas de la guayaba es una opcién para el tratamiento de gastroenteritis, diarrea
cronica, etc., por otra parte las hojas jovenes se utilizan para la disenteria y la diarrea (Ticzon,
1997).

El extracto metandlico de las hojas (8 mg / ml) de Psidium guajava ha mostrado actividad frente
a los (SA-11) rotavirus con un 93,8% de inhibicion (Goncalves et al., 2005). Por otra parte, la
quercetina y quercetina-3-arabindsido provenientes de los capullos y hojas de Psidium guajava
han presentado actividad contra la diarrea en una concentracion de 1.6 mg/mL (Lutterodt, 1992).
También se ha reportado que el 4cido asidtico, extraido de la hojas tiene actividad espasmolitica

en una dosis de 10-500 pg/ mL (Conde et al., 2003).

2.3.5.3 Efectos sobre la placa dental

La adhesion de los primeros pobladores de placa dental a la superficie del diente tiene un papel
importante en el inicio del desarrollo de placa dental. Las propiedades hidrofébicas de la pared
celular de la bacteria son indirectamente responsables de la adhesion de la bacteria a la
pelicula adquirida en la superficie dental. El cepillado de los dientes se considera una técnica
para reducir la acumulacién de la placa. Los agentes quimicos pueden ser utilizados para reducir
la acumulaciéon de placa en la superficie del diente. 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 sanguinis, Staphylococcus mitis y
Actinomyces sp. Por 54.1%, 49.9% y 40.6% respectivamente (Razak et al., 2006). Estos
resultados proveen de una justificacion cientifica para su uso en el tratamiento de enfermedades
dentales y sugiri6 que los extractos de hojas de guayaba pueden inhibir la caries provocada por

estreptococo y, por lo tanto, puede ser beneficioso para el cuidado dental.
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2.3.5.4 Antioxidantes

En estudios realizados sobre compuestos con actividad antioxidante aislados a partir de
extractos de metanol de las hojas de guayaba (Psidium guajava) cultivados en Tailandia. Los
compuestos aislados fueron seleccionados por su actividad antioxidante en un ensayo in vitro del
radical libre DPPH. De acuerdo a los resultados obtenidos se indica que tres compuestos
aislados contribuyen de manera importante a la actividad antioxidante de las hojas de guayaba,
proporcionando una base cientifica para el uso de esta planta en la medicina tradicional. Sus
estructuras se determinaron a partir de métodos espectroscopicos y quimicos. El compuesto més
activo encontrado fue la quercetina junto con dos compuestos flavonoides, quercetina-3-O-
glucopiranésido y morina. El aislamiento de la quercetina, quercetina-3-O-glucopiranésido y
morina mostrd importante actividad de barrido con ICsg de 1,20 + 0,02, 3,58 £ 0,05 y 5,41 + 0,20

mg / ml, respectivamente (Suganya et al., 2007).
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Tabla 6. Usos etnomédicos de Psidium guajava

Lugar Parte Usos Preparacion Referencia
utilizada
Gastroenteritis, diarrea, (Heinrich et al.,
Colombia, Hojas disenteria, dolor Decoccién 1998),
México reumatico, heridas, (Aguilar et al.,
ulceras y dolor de muelas 1994)
Indigenas

mayas, nahuas,
zapotecos y

popolucas de la Decoccién o (Heinrich et al.,

region de los Hojas Tos, Diarrea infusion 1998)
tuxtlas,
Veracruz,
México
América lgtina, Hojas Diarrezi, dolor de Infusi(’?r/l, (Pontikis, 1996)
Mozambique estdmago decoccion
' Hojas Feb‘rl’fugo, tqs, ‘ (Martinez et al.,
Meéxico co rtezgl afecciones, caries, Decoccién 1991), (Argueta et
heridas y fiebre al., 1994)
Panama, Cuba,
Costa Rica, Aplicadas
Mexwo, Hojas Antiinflamatorio extemamente (Pardo, 1999),
Nicaragua, caliente en
Venezuela, inflamaciones
Argentina
Sud4frica Hojas Diabetes mellitus e Infusién o (Oh et al., 2004),
hipertension decoccién (Ojewole, 2005)
. . . . Infusién o (Mejia et al.,
El Caribe Hojas Diabetes mellitus decoccién 2000)
China Hojas Diarrea, antiséptico, Infusién o (Teixeira et al.,
diabetes mellitus decoccion 2003)
Hoja,
Filipinas Er?lrttc?sza, Astrin‘gente,'lilceras, Decoccion (Smith y Nigel,
heridas, diarrea 1992),
verdes,
raices
Febrifugo, Decoccién o
India Hojas antiespasmadico, ;i . (Hernandez, 1971)
. . infusién
convulsiones, astringente
EE.UU. Hojas Diarrea Decoccion (SmltlhggzI;Ilgel,
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Tabla 7. Flavonoides reportados para la especie Psidium guajava

NOMBRE DEL ESTRUCTURA QUIMICA FUENTE REFERENCIA
COMPUESTO

Hojas y
Leucocianidina (Nadkarni,
Fruto
1999)
Hojas y
Avicularina (Arima et al.,
Fruto 2002)

Morina-3-O-0-L- Hojasy  (Arima et al.,

arabinopiranésido Fruto 2002)
. (Liang et al.,
Quercetina Hojas
2005)

OH o
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Tabla 7. Flavonoides reportados para la especie Psidium guajava (continuacion).

NOMBRE DEL ESTRUCTURA QUIMICA FUENTE REFERENCIA

COMPUESTO

Hojas y )
Kaempferol (Liang et al.,
Fruto
2005)
) (Liang et al.,
Quercetina 3-a-L- Hojas y
2005)
arabinofuranosido Fruto

Quercetina 3-- Hojas y (Liang et al.,

galactdsido Fruto 2005)

w
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Tabla 7. Flavonoides reportados para la especie Psidium guajava (continuacion).

glucosido

H

NOMBRE DEL ESTRUCTURA QUiMICA FUENTE REFERENCIA
COMPUESTO
OH
HO on
Quercetina 3-p-D- oH o 1 ° Hojasy  (Lianget al.,
O
glucésido | Fruto 2005)
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Tabla 7. Flavonoides reportados para la especie Psidium guajava (continuacién).
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CAPITULO

Justificacion y Objetivos

La creciente aparicion de bacterias resistentes a antibidticos, debido a su uso
indiscriminado derivado del autodiagnéstico y la automedicacion, limita el arsenal
terapéutico contra patdgenos de origen bacteriano, generando asi un importante
problema que en muchos casos resulta peligroso, costoso e ineficaz. Ademads de que la

generacion de bacterias multirresistentes pudiera agravar la situacion del paciente.

Lo cual obliga a buscar otros remedios, al existir la necesidad de brindar
alternativas de tipo preventivo y que ayuden a combatir eficazmente a
microorganismos que causan alguna enfermedad, utilizando la riqueza natural,
especificamente de plantas que pudieran disminuir la alta incidencia, que existe en

nuestro pais, de afecciones bucales mds generalizadas como lo son la caries.

Por las razones antes mencionadas, el uso de plantas usadas en la medicina tradicional representa
una alternativa valiosa al uso de antibidticos en el tratamiento de diversas enfermedades como

son los padecimientos de la cavidad oral.



w JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A pesar de la existencia de numerosos agentes antibacterianos en el mercado, la bisqueda de
agentes con mayor eficacia continua y es por ello que se seleccioné a la guayaba como una

fuente potencial de compuestos con actividad contra Streptococcus mutans.

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

i.  Aislar y purificar los compuestos bioactivos a partir de la infusiéon de las hojas de
guayaba de la especie Psidium guajava mediante la aplicacion de procedimientos

fitoquimicos convencionales.

ii.  Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la especie Psidium

guajava contra la cepa cariogénica de Streptococcus mutans.

iii.  Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante la aplicacion de
técnicas espectroscopicas que permitirdn la elucidacion de la estructura molecular de los

principios activos.
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Parte Experimental

4.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES.

4.1.1 Analisis cromatograficos.

Para realizar los andlisis cromatogréficos se llevo a cabo el uso de técnicas
convencionales de Cromatografia en capa fina (CCF) tanto de tipo analitica como
preparativa. Para el caso de la primera se utilizaron placas de aluminio de diversas
dimensiones (TLC Silica gel 60 F,s4 Merck) y para la segunda se realizaron sobre
placas de vidrio de 20 x 20 cm (recubiertas con gel de silice 60 F,s4 Merck) con un
espesor de pelicula de 2 mm, utilizando diversos sistemas de eluciéon en ambos casos.
Todas las placas se visualizaron con ldmpara de luz ultravioleta a dos diferentes
longitudes de onda (254 y 365 nm) las cuales posteriormente fueron reveladas con

.o . L. 9 . .
distintas soluciones cromogénicas ~ , seguido de un calentamiento a 110° C

aproximadamente, hasta la visualizacion de los compuestos.

° Fueron utilizados vainillina sulfdrica al 5%( 1g de vainillina + 1ImL HCI+ 100 mL de Metanol), tricloruro de aluminio
(AICl;) y tricloruro de fierro (FeCls).
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Por otra parte, se realizd cromatografias en columna abierta (CCA) empleando Sephadex
LH-20 y gel de silice Kieselgel 60 Merck con un tamafio de particula de 0.063-0.200 mm, 70-
230 mesh ASTM, empacado en una columna de vidrio ( 5 x 30 cm), utilizando como sistema de

elucién diferentes proporciones de disolventes tales como CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH, MeOH.

4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.

Los andlisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigaciéon (USAI) en el Edificio B de la Facultad de Quimica de la UNAM.
Los espectros de resonancia magnética nuclear para protén (RMN-"H, 400 MHz) y carbono 13
(RMN-"C, 100 MHz) se realizaron en un equipo Varian modelo VNMRS. Los espectros de
masas se determinaron en un Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) introduccién directa a
70 eV y bombardeos de dtomos rdpidos (EM-FAB) mediante la técnica de impacto electrénico
(EM/IE). Los espectros se realizaron utilizando CDCl3, CD3;0D vy tetrametilsilano (TMS) como

referencia reportando los desplazamientos quimicos en ppm.

4.1.3 Cromatografia de Liquidos de alta eficiencia

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se llevé a cabo en un cromatégrafo
Shimadzu modelo 10 A VP equipado con un detector de UV dual. La separacién y purificacion
del compuesto se realizé empleando una columna de silica gel C-18 (Waters,X-bridge, 5 m OBD,
19 x 50mm). La deteccidn se ajusto a 254 nm. El control del equipo, la adquisicién de datos, el
procesamiento y manipulacion de la informacion se realizé utilizando el programa de software

LCsolution version 1.22 SP1.

4.2 MATERIAL VEGETAL.

Las hojas de Psidium guajava se recolectaron de una plantacion de guayaba en el pueblo
de Amatldn, Municipio de Tepoztlan, en el Estado de Morelos. El material vegetal fue

identificado por el Dr. Robert Bye del Instituto de Biologia y una muestra de referencia se
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deposité en el Herbario Nacional (MEXU) del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

4.3 ENSAYO BIOLOGICO

4.3.1 Microorganismo de prueba

Para poder determinar la actividad antibacteriana del extracto, las fracciones y el
compuesto aislado de las hojas de Psidium guajava se realiz6 el ensayo bioldgico utilizando
como microorganismo de prueba a Streptococcus mutans (ATCC 700611) por ser la especie con
mayor potencial cariogénico y Phorphyromonas gingivalis (ATCC 33277) causante de
enfermedades periodontales.

Los medios que se utilizaron para el crecimiento de S. mutans y P. gingivalis fueron el
caldo de la infusién de cerebro-corazén (BHI) y soya tripticaseina suplementado con clorhidrato
de cisteina (0.05%), menadiona (0.02 pg/mL), hemina (5 pg/mL) y nitrato de potasio (0.02%),

respectivamente.

4.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la actividad antibacteriana se llevé a cabo un ensayo de microdilucién en placa
estéril de 96 pozos. Los cultivos de cada microorganismo fueron incubados toda la noche,
posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm x 10 min, se lavaron dos veces con buffer de
fosfatos 0.05M (PBS, pH 6.8) y se resuspendieron. La suspension de células se ajusté utilizando
un espectrofotémetro y un estindar 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. Las muestras se realizaron por triplicado para cada concentracién de
prueba, utilizando diferentes controles como se muestra en la Tabla 8. Las placas se incubaron

durante 24 horas a 37°C en una incubadora Labnet 211DS.
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Tabla 8. Controles utilizados durante el ensayo biologico

Medio de cultivo || Compuesto de || Condiciones
prueba
Control con inéculo - 37°C
negativo
Blanco sin in6culo - 37°C
Control Clorhexidina(CHX) 37°C
positivo

- : Sin compuesto de prueba

El microorganismo S. mutans se incubé en condiciones aerobias, el crecimiento se estimé
espectroscopicamente  (Aggonm) después de 24 y 48 horas utilizando un lector de placas,
mientras que P. gingivalis se incubd en condiciones anaerobias mediante la utilizacién de un
sobre activado para la generacion de CO, (GasPack EZ CO;) contenido dentro de un recipiente

GasPack EZ (BD).

El valor de CMI para cada microorganismo analizado se definié6 como la concentracion
minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos de 0.05 Aggnm. Utilizando

como control positivo CHX (ver Tabla 14).

4.4 ESTUDIO QUIMICO DE LAS HOJAS DE Psidium guajava.

4.4.1 Preparacion de la infusion de las hojas de Psidium guajava.
Se utilizaron 549 g de hojas secas del guayabo para realizar una infusién con 4 L. de agua durante

2 horas.

4.4.2 Fraccionamiento primario del extracto derivado de las hojas de P. guajava.
El agua recuperada de la infusién se sometié a un proceso de particiéon con acetato de etilo-
butanol (1:1). Después de filtrar, se evapord a presion reducida el disolvente del extracto (ver

Tabla 9).
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Tabla 9. Cantidad obtenida del extracto realizado

Cantidad obtenida

Infusién hojas de guayaba 7.1¢g

4.4.3 Fraccionamiento secundario de la particion del extracto con acetato de etilo-

butanol
La fraccion de acetato de etilo-butanol se someti® a un proceso de fraccionamiento
cromatografico en columna abierta en Sephadex LH-20 (5 x 28.5) utilizando metanol como
eluyente. Obteniéndose 61 fracciones de 50 mL cada una, la cuales fueron reunidas en base a su
similitud cromatogréfica, formando de esta manera 4 conjuntos de fracciones (A-FI - A-FIV) que

se resume en la Tabla 10.

Tabla 10. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta de la particion
del extracto de las hojas de Psidium guajava.

Sistema de Fracciones reunidas CLAVE Peso (g)
elucion
F1-F5, F30,F31 A-FI 1.2698
F6-F13, F32-F37 A-FII 1.2115
MeOH
F17-F19,F21-F23; F26-F29 A-FIII 1.6294
F14-F16, F20,F38-F61 A-FIV 3.3689

4.4.4 Fraccionamiento terciario de la fraccion activa A-FII

La fraccion A-FII fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta de Sephadex LH-20 (5
x 28.5 cm) utilizando metanol como eluyente. Obteniéndose 17 fracciones de 50 mL cada una,
las cuales se reunieron en base a su similitud cromatografica, formando asi 4 conjuntos de

fracciones (B-F1 — B-F4) como se muestra en la Tabla 11.
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Tabla 11. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta de la fraccion A-FII.

| Sistema de eluciéon | | Fracciones reunidas | | CLAVE | | Peso (mg)
F1-F4 B-FI 124.5
F5, F6 B-FII 454.9
MeOH
F7-F10 B-FIII 462.4
F11-F17 B-FIV 169

4.4.5 Fraccionamiento cuaternario de la fraccion activa B-FIII

La fraccion B-FIII fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta con 270 mL de Gel de
Silice C;3 Bakerbond, utilizando como eluyente diferentes proporciones de agua-MeOH.
Obteniéndose 37 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron en base a su similitud

cromatografica, formando asi 7 conjuntos de fracciones (C-F1 — C-FVII) como se muestra en la

Tabla 12.

Tabla 12. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta de la fraccion B-FIII

Proporcion del sistema de||Fracciones Fracciones CLAVE Peso (mg)
elucion H,0-MeOH obtenidas reunidas
80:20 1-27 1 C-FI 6.3
70:30 28-34 2 C-FII 9.0
60:40 35-37 3 C-FIII 24
4-6 C-FIV 16.8
7-24 C-FV 244.1
25-31 C-FVI 39.1
32-37 C-FVII 136

4.4.6 Fraccionamiento quintuple de la fraccién activa C-FV

La fraccién C-FV fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta con 270 mL de
Gel de Silice C;3 Bakerbond, utilizando como eluyente diferentes proporciones de H,O-MeOH.
Obteniéndose 61 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron en base a su similitud

cromatografica, formando asi 7 conjuntos de fracciones (D-FI — DF-VII) como se muestra en la

Tabla 13.
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Tabla 13. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta de la fraccion C-FV

Sistema  de||Proporcion || Fracciones Fracciones CLAVE Peso (mg)
elucion obtenidas reunidas
H,0 100 Ninguna 1 D- FI 19.3
95:5 1 2 D-FII 4.0
90:10 2 3 D-FIII 10.0
T 85:15 3-8 4-6 D-FIV 8.8
% 80:20 9-19 7-9 D-FV 5.9
o 75:25 20-37 10-19, 35-61 D-FVI 50.4
) 70:30 38-47 20-34 D-FVII 28.2
65:35 48-51
60:40 52-61
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Diagrama 1. Fraccionamiento de la infusion de las hojas de guayabo
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1PD-FVI: Primer compuesto obtenido en placa preparativa a partir de la fraccién VI de la columna ( 8.0403 mg)
2PD-FVI: Segundo compuesto obtenido en placa preparativa a partir de la fraccién VI de la columna D (8.0331 mg)
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4.4.7 Obtencion y purificacion del flavonoide avicularina a partir de la fraccion

activa D- FVI

A partir de la fraccion D-FVI (CMI 125 pg/ml y 128 pg/ml para S. mutans y P. gingivalis
respectivamente) se precipitd un sélido amorfo color amarillo, el cual fue purificado mediante
Cromatografia en capa fina preparativa (CCFP) utilizando como sistema de elucién una mezcla
de AcOEt/ acido férmico/H,O (8:1:1). Avicularina (1): RMN 'H (CDCl3, 400 MHz): 6 7.53
(1H, d, J=2.4 Hz, H-2"), 7.50 (1H, dd, J= 8.4, 2.4 Hz, H-6"), 6.95 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5"), 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 5a). RMN "°C (100 MHz): & 178.6 (C-4), 164.6 (C-7), 161.6 (C-5), 157.9 (C-9),
157.1 (C-2), 148.4 (C-47), 144.9 (C-37), 133.5 (C-3), 121.7 (C-6"), 121.5 (C-17), 1154 (C-5"),
115.0 (C-2), 108.1 (C-17"), 104.2 (C-10), 98.5 (C-6), 93.4 (C-8), 86.6(C-47"), 81.9 (C-27), 77.3
(C-37), 61.1 (C-57) (Figura Sb). FAB (negativo) (Figura 4).

Figura 3. Estructura del flavonoide avicularina aislado de las hojas de guayaba
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CAPITULO M

Resultados y Discusion

La seleccion de la especie Psidium guajava se realizd con base en la
frecuencia de su uso en la medicina tradicional para el tratamiento de diversos
padecimientos de origen infeccioso entre ellos los de la cavidad oral, siendo la caries
la enfermedad méds comin que afecta a la poblaciéon en México. El uso de pastas
elaboradas a partir de las hojas tiernas de P. guajava en la medicina popular asi
como estudios previos de los extractos de hojas de guayaba han demostrado su
potencial antimicrobiano. Estos antecedentes permitieron elegir a las hojas de la
guayaba como candidato para evaluar su actividad sobre el crecimiento de las
bacterias Streptococcus mutans y P. gingivalis, principales agentes relacionados con

enfermedades de tipo odontégenas 10" de la cavidad oral.

Los ensayos bioldgicos preliminares de seleccion permitieron establecer que la infusion de las
hojas de P. guajava inhiben el crecimiento de las bacterias S. mutans y P. gingivalis, agentes

etiolégicos de las caries y de las infecciones periodontales, respectivamente.

10 . , . . .
Infecciones Odontdgenas: Son aquellas que afectan estructuras que forman el diente y el periodonto.- incluyen

caries, pulpitis, absceso periapical, gingivitis, periodontitis (Rodriguez et al., 2009)



w RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la
infusion de las hojas del guayabo sobre S. mutansy P. gingivalis

La determinacién del potencial antibacteriano de la infusion acuosa se realiz6 utilizando el
método de microdilucién en placa de 96 pozos y siguiendo la metodologia descrita en la
literatura (Rivero-Cruz et al., 2008). Los resultados de esta evaluacién se muestran en la Tabla
15. Se considera que un extracto vegetal es activo para S. mutans y P. gingivalis si la CMI es

menor a 1000 pg/mL (Wu et al., 2002; Rivero-Cruz et al., 2008).

Tabla 14. Actividad antibacteriana (CMI) del extracto acuoso, particion y avicularina sobre las
bacterias Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis

Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
MUESTRA
*CMI (ng/mL) *CMI (ug/mL)
Infusién acuosa 162.5 360.2
Particion 102 169
acetato de etilo-butanol (1:1)
** CHX 1.2 0.31

* Los valores representan el promedio de un minimo de tres repeticiones por cada experimento
** Gluconato de clorhexidina

Con base en estos resultados, se decidié realizar el estudio fitoquimico biodirigido de la
infusion de las hojas de P. guajava con la finalidad de aislar los compuestos activos responsables

de la actividad antibacteriana encontrada.

La infusion de las hojas de guayaba fue sometida a un fraccionamiento primario por particién
utilizando como disolvente una mezcla de acetato de etilo-butanol, como se describe en la parte

experimental (inciso 4.4.2).

Posteriormente, la fraccién activa resultante de la particion fue sometida a sucesivas
cromatografias (A a la D) en columna utilizando como adsorbentes Sephadex-LH20 o silica gel

C18 como se muestra en el Diagrama 1(parte experimental seccion 4.4).
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Como resultado del fraccionamiento de C-FV (seccion experimental 4.4.6) se obtuvieron
las fracciones D-FI a la D-FVII, encontrando que la fraccién D-FVI presentaba la mejor

actividad antibacteriana.

De la fraccién D-FVI (fraccion activa) precipité un sélido amorfo de color amarillo, del
cual se purificé el compuesto mayoritario mediante CCFP utilizando un sistema de elucién
AcOEt/ é4cido foérmico/H,O (8:1:1), identificado como avicularina (1) [Figura 3] por
comparacion de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la
literatura (Pistelli e al., 1992). En la Figura 4 se muestra el espectro de masas FAB modo
negativo de la avicularina y en la Figura 5 los espectros de resonancia magnética nuclear

proténica (a) y de carbono 13 (b).
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Figura 4. Espectro de masas FAB modo negativo de la avicularina
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Figura 5. Espectro de resonancia magnética nuclear protonica (a) y resonancia magnética
nuclear de carbono trece (b) obtenidos para la avicularina.
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Los resultados obtenidos de las evaluaciones de la avicularina aislada de la fraccion activa D-VI
(Diagrama 1) indican que sus concentraciones minimas (CMI) son de 125 pg/mL y 67.7 ug/mL

para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente [Tabla 15].

Al comparar la actividad antibacteriana de la avicularina (1) con la obtenida para el control
positivo clorhexidina, se puede apreciar que presenta una menor actividad contra S. mutans y P.
gingivalis con CMI de 3.7 pg/mL y 1.2 [Tabla 15]. Es importante destacar que la actividad
encontrada para el flavonoide avicularina puede considerarse como activo de acuerdo a las
concentraciones minimas inhibitorias que se reportan en la literatura para compuestos aislados
de fuentes vegetales (Rivero et al., 2008).

Tabla 15. Actividad antimicrobiana (CMI) de la avicularina y del gluconato de clorhexidina
sobre las bacterias Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis.

MUESTRA Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
*CMI (ug/mL) *CMI (ug/mL)
Avicularina (1) 125.1 67.7
CHX 3.7 1.2

* Los valores representan el promedio de un minimo de tres repeticiones por cada experimento
** Gluconato de clorhexidina

5.2 Efecto de la avicularina sobre la agregacion de bacterias.

Para obtener mayor informacién acerca del efecto de la avicularina sobre la agregacion de
bacterias se decidié medir su efecto sobre la formacién de agregados por parte de S. mutans. Los
resultados de este experimento indican que el flavonoide avicularina presenté un efecto positivo
sobre la agregacion de S. mutans, es decir las bacterias al agregarse son incapaces de adherirse a
las superficie del diente para formar la biocapa. En la Figura 6 se observa que la avicularina

induce un efecto maximo a los 120 min.
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Figura 6. Efecto de la fraccion activa y la avicularina sobre la biocapa de S. mutans

Este efecto observado para el flavonoide avicularina es muy relevante ya que el primer y més
importante paso para que se produzcan la caries es la adhesion inicial de S. mutans a la superficie
del diente. La adhesion de los colonizadores primarios como el S. mutans estd mediada por la
interacciéon entre una proteina del microorganismo (PAc) y algunas de la saliva que son
adsorbidas por el esmalte dental, y la capacidad de formacién de la placa. Este proceso ocurre
cuando los estreptococos producen glucanos solubles e insolubles utilizando las enzimas
glucosiltransferasas (GTF), a partir de los azicares de la dieta (glucosa, fructosa, sacarosa,
galactosa, maltosa, rafinosa, ribulosa, melibiosa e incluso el almidén). Por otra parte, estos
carbohidratos son utilizados por el metabolismo de las bacterias para la produccién de etanol o
el 4acido lactico. La produccién de estos 4cidos incrementa la acidez de la boca y los dientes
permitiendo al estreptococo mantener una posicion de dominio y permitiendo la descalcificacion

de los dientes.
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CAPITULO

Resumen y Conclusiones

La informacion cientifica generada a partir de este trabajo de investigacion representa
una contribucién original al conocimiento biolégico de la especie Psidium guajava.

El efecto antibacteriano que presenta el extracto integro preparado a partir de la
infusion de las hojas de P. guajava y su uso como planta medicinal en el tratamiento de
enfermedades de la cavidad oral sustenta, de manera preliminar y parcial, la eficacia de

esta especie en la medicina popular.

El estudio quimico biodirigido de la infusién de las hojas de P. guajava permitié
establecer las fracciones con propiedades antibacterianas de la especie, asi como la
obtencién y purificacién del compuesto mayoritario, identificado como el flavonoide
avicularina el cual presenté CMIs de 125 pg/mL para S. mutans y 67.7 ug/mL para P.

gingivalis.




w RESUMEN Y CONCLUSIONES

El estudio quimico realizado, utilizando a las hojas de P. guajava, puso claramente de manifiesto
que el compuesto mayoritario responsable de la actividad antibacteriana es la avicularina. Este
flavonoide favorece la agregacion de la bacteria S. mutans al disminuir su hidrofobicidad y como
consecuencia disminuye la posibilidad de las bacterias para adherirse a la superficie de los
dientes. Es importante destacar que uno de los factores iniciales mds importantes para la
formacion de la placa dentobacteriana es la adhesion de bacterias patégenas a la superficie del

diente (Prabu et al., 2006).

Por otra parte, es importante sefialar que la clorhexidina utilizada como control positivo presenta
una mayor actividad bioldgica que el flavonoide avicularina. Sin embargo, este antibidtico
presenta una serie de desventajas como el manchado de los dientes y la alteracion del sentido del

gusto.
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Perspectivas

% Continuar el estudio quimico de las fracciones primarias y secundarias, que
no fueron analizadas en el presente proyecto, con la finalidad de aislar
algunos de los compuestos minoritarios presentes y, posteriormente

determinar su posible actividad biolégica.

% Establecer el efecto de los extractos derivados de la corteza de Psidium
guajava y de los compuestos puros sobre las enzimas glucosiltransferasas de

S. mutans.

% Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta

eficiencia que permita cuantificar los principios activos del extracto total de

las hojas de Psidium guajava, asi como sus compuestos minoritarios.
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