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1. INTRODUCCION.

Las infecciones de la cavidad bucal son un problema de salud publica
frecuente y motivo constante de prescripcion antibiotica; el 10% de los
antibiodticos se emplean para tratar este problema. Asi mismo, su relacién con
ciertas enfermedades sistémicas (cardiacas, endocrinas, pulmonares, etc.)
confiere a estas patologias una importancia vital (Machuca, 2000). Desde el
nacimiento del individuo, la cavidad bucal estd expuesta a innumerables
microorganismos presentes en el ambiente, estos se convierten en residentes, y
se ven favorecidos por las condiciones fisiolégicas y nutricionales de este.
Podemos clasificar a las infecciones bacterianas en dos grandes grupos:
odontégenas y no odontdégenas. Las infecciones odontégenas (infecciones que
afectan al diente y a los tejidos periodontales) son la caries dental, pulpitis,
absceso periapical, gingivitis, periodontitis, pericoronaritis, osteitis e infecciones de
los espacios aponeuréticos e involucran a diversos agentes bacterianos. Las no
odontogénicas son infecciones de la mucosa oral y de las glandulas salivales
(Nolte et al., 2001). Algunos de los principales patégenos de la cavidad oral son:

Streptococcus mutans, Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.

La caries es la destruccion localizada de los tejidos dentales provocada por la
fermentacion bacteriana de los carbohidratos de la dieta, en un periodo de tiempo.
Representa el foco de partida primario en la mayoria de las infecciones
odontogénicas. Una vez instalada la caries, el unico tratamiento es restaurativo
(Maestre, 2004). El agente antimicrobiano utilizado va a depender del patégeno
que produce la enfermedad, debido el aumento de la prevalencia de resistencias
bacterianas observado durante los ultimos afios y, en concreto, la proliferacién de
cepas productoras de betalactamasas debido al uso irracional de antibiéticos, por

ello se buscan nuevas alternativas para el tratamiento de estos padecimientos.

Los productos naturales representan un medio primario para la obtencién de
principios activos y como fuentes en el desarrollo de medicamentos. Una etapa

importante en el descubrimiento de los principios activos consiste en identificar
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remedios tradicionales de uso reconocido por criterios ethomédicos para el

tratamiento de padecimientos determinados (Campos-Soto, 2006).

En México alrededor de 4 000 especies de plantas con flores (aproximadamente
15% de la flora total) tienen atributos medicinales, es decir que mas o menos una
de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima
que la validacion quimica, farmacologica y biomédica de los principios activos que
contienen se ha llevado a cabo so6lo en 5% de estas especies. Los antiguos
pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las herbolarias mas
complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron; asi
pues, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han usado plantas

con fines medicinales (Ocegueda et al., 2005).

El palo mulato (Bursera simaruba), de amplia distribucién en el mundo, es un arbol
nativo de México, se encuentra desde el sur de Tamaulipas a Quintana Roo en la
vertiente del Golfo y desde Sinaloa a Chiapas en el Pacifico (abarca la zona arida
del sur de EU hasta el norte de Nicaragua) (Osterling y Barnhorst, 1995). Esta
especie es sumamente abundante como elemento primario en las selvas altas
(Chavelas y Devall, 1998). La corteza externa es muy escamosa y se le puede
identificar en campo por su color rojizo, es una de las plantas medicinales que
tienen reputacion tradicional para tratar diversas enfermedades relacionadas con
el cancer y la inflamacién. Las hojas y la corteza contienen una resina pegajosa y
aromatica que posee numerosas virtudes medicinales. La corteza también se
emplea para hacer lavativas, su decocciéon se toma como agua contra disenteria,
dolor de estdmago, tos ferina o para acelerar la evolucién del sarampién (Campos,
2006).

Otras propiedades de palo mulato se emplean en casos de diarrea, dolor de
muelas, infeccion intestinal, padecimientos hepaticos, tos, males venéreos,
granos, salpullido, calor de la vejiga, mal de orin, bafos para después del parto,
bajar de peso, eliminar coloradillas y garrapatas, contra hidropesia y veneno de
viboras (Martinez, 1994). Se utiliza comunmente entre los zapotecos, mixes y

totonacos para curar la disenteria (Téllez, 1989).
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2. ANTECEDENTES.

2.1. La cavidad oral como hébitat de microorganismos.

La cavidad oral es un complejo ecosistema compuesto por mas de 650 especies
bacterianas. Las distintas zonas que conforman esta cavidad constituyen
ecosistemas: mucosa, superficies dentales, biopelicula, surco gingival y saliva. La
boca esta continuamente bafiada por la saliva, manteniendo una temperatura de
35-36 °C a un pH de 6.75-7.25, condiciones o6ptimas para el crecimiento de
muchos microorganismos. La saliva influye profundamente en la ecologia de la
boca; por ejemplo, su composicidon i6nica promueve sus propiedades de
amortiguaciéon y su capacidad para remineralizar el esmalte. Por otro lado, los
componentes organicos (glicoproteinas y proteinas) pueden influir en el
establecimiento y selecciéon de la microfbiota oral, al favorecer la adhesion de
ciertos organismos a travées de la formacibn de una pelicula selectiva
acondicionadora sobre la superficie del esmalte, o la eliminacion de bacterias a
través del aclaramiento salival, también puede actuar como nutriente enddgeno.
Asi mismo, la saliva contiene componentes de la inmunidad innata y adquirida lo
que le da la capacidad de inhibir directamente algunos microorganismos exdégenos

(Scannapieco, 1994).

2.2. Microbiota presente en la cavidad oral.

En la cavidad bucal se desarrolla una microbiota caracteristica que varia
enormemente en las diferentes comunidades humanas, la cual es habitualmente

comensal y mantiene un equilibrio arménico con el hombre (Medisan, 2012).

La boca es similar a otros habitats en el cuerpo ya que posee una comunidad
microbiana residente diversa, pero caracteristica, se estima que existen mas de
700 tipos de microbios que pueden ser aislados de la boca, pero mas de un 50%
de éstos actualmente no puede cultivarse en cultivo puro en el laboratorio (Wilson,
2005).
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Los microorganismos orales residentes obtienen sus nutrientes principalmente de
fuentes enddgenas, como aminoacidos, proteinas y glicoproteinas de la saliva y
del fluido crevicular gingival, el metabolismo de estos sustratos conduce a
pequefos y lentos cambios en el pH local. La saliva juega un papel importante en
mantener el pH oral en neutralidad, lo que es 6ptimo para el crecimiento de la

mayoria de los microorganismos asociados a la salud bucal (Marsh et al., 2009).

La composicion de la microflora oral varia significativamente en distintas
superficies dentro de la boca (por ejemplo, lengua, mucosa bucal y los dientes),
debido a las diferencias en las condiciones ambientales, esto da oportunidad a las
bacterias de colonizar cada sitio, lo que hace hincapié en el vinculo que existe
entre las caracteristicas del habitat y los organismos que son capaces de

establecerse y predominar en cualquier sitio de la boca (Marsh, 2000).

En efecto, la cavidad bucal esta permanentemente colonizada por una microbiota
bacteriana residente que se organiza en ecosistemas donde se encuentran
especies que, en ocasiones, pueden comportarse como patdogenos. En el
momento del nacimiento, la mucosa de la boca es a menudo estéril, pero puede
contaminarse durante el paso a través del conducto vaginal. De 4 a 12 horas
después del nacimiento se establecen Streptococcus viridans como miembros

mas prominentes de la flora residente (Jawetz et al., 2009).

Durante los primeros meses de vida se afiaden estafilococos aerobios, diplococos
Gram negativos, difteroides y ocasionalmente lactobacilos. Cuando comienza la
denticidn se establecen espiroquetas anaerobias, Bacteroides, Fusobacterium,
especies de Rothia y Capnocytophaga, asi como algunos vibriones anaerobios y
lactobacilos. En los adultos se encuentran especies de actinomycosis, en
amigdalas y encias, las principales caracteristicas de las bacterias es su
capacidad de adaptacion evolutiva a distintos medios y condiciones fisicoquimicas
(Savage et al., 2009). En la Figura 1 se ejemplifican el tipo de bacterias presentes

en la cavidad oral de acuerdo a su localizacion.
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Figura 1. Microbiota de la cavidad oral de acuerdo a su localizacion (Wilson, 2008).
2.3. Infecciones odontogénicas.

En el origen de la infeccidn bacteriana, como las periodontitis, esta el inicio del
proceso infeccioso y los mecanismos que conducen al desarrollo de signos y
sintomas de la enfermedad. El resultado de la interaccion entre bacterias y
huésped, lo determinan las caracteristicas que favorecen el establecimiento de las
primeras dentro del segundo y su habilidad para lesionarlo, en oposicion a los

mecanismos de defensa de dicho huésped (Diaz et al., 2012).

Las patologias periodontales incluyen todas las alteraciones de cualquier origen,
que ataquen los tejidos del periodonto (Bascones, 1998). Las infecciones mixtas
que afectan a la cavidad bucal pueden clasificarse en dos grandes grupos en
funcion de su origen: a) Infecciones odontogénicas (infecciones que afectan al
diente y a los tejidos periodontales): Como la caries, pulpitis, absceso periapical,
gingivitis, periodontitis, pericoronaritis, osteitis e infeccion de los espacios
aponeuroticos; estas son responsables de la mayoria de las prescripciones de
antibiéticos en el campo de la odontologia, afectan a individuos de todas las
edades (Poveda et al., 2007). Dicha infeccién tiene como origen las estructuras

que forman el diente y el periodonto (tejidos que rodean y soportan los dientes,

5
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que esta conformado por: Encia, cemento dentario, ligamento periodontal y hueso
alveolar). Puede originarse por causas dentales, periodontales, traumaticas, pero
en el 90% de los casos la causa es la caries dental. En su progresion espontanea
afectara a los huesos maxilares, buscando la salida hacia la cavidad bucal,
perforando la cortical (normalmente la vestibular) y el periostio, en la Figura 2 se
ejemplifica la enfermedad periodontal comparada con un diente saludable
(Pihlstrom et al., 2005). Se denomina primaria cuando se localiza cerca de la
region periapical afectada en principio, y secundaria cuando se comprometen
estructuras mas alejadas de los maxilares (espacios faciales y cervicales, o aun
mas alejadas como pulmén o endocardio). Y b) Infecciones no odontogénicas:
infecciones de la mucosa oral, infecciones de las glandulas salivales, etc. (Poveda
et al., 2007).

I

saludable Enfermedad

Periodontal

Encias
Saludables

Nivel de |
Hueso
Saludable

.
;..
1
{
-
’

Figura 2. Enfermedad Periodontal (encias) incluye la Gingivitis y Periodontitis,

provocando desordenes inflamatorios muy serios (Nufiez, 2013).

La evidencia cientifica ha puesto de manifiesto una relacién entre algunas
infecciones bucales graves y determinadas enfermedades sistémicas de caracter
cardiovascular (Offenbacher et al., 1998), pulmonar y endocrino (diabetes mellitus)

asi como con alteraciones en la gestacion (Loesche, 1997). Debido a esta




&

asociaciéon entre infeccion y otras enfermedades sistémicas, es fundamental evitar
en lo posible las infecciones orales o identificarlas y tratarlas de forma rapida y
adecuada. En ocasiones, una infeccion odontogénica puede extenderse y dar
lugar a infecciones polimicrobianas en otras localizaciones, como el paladar, el
sistema nervioso central (absceso cerebral), el endocardio (endocarditis), etc
(Gay-Escoda y Berini, 2004).

2.4. Streptococcus del grupo viridans como determinante de

patogenicidad.

El género Streptococcus son cocos Gram positivos que se disponen en parejas o
cadenas. La mayoria de las especies son aerobios/anaerobios facultativos,

algunas son capndfilas (solo crecen en presencia de CO,) y otras anaerobias

estrictas. Se caracterizan por unas necesidades de cultivo exigentes, siendo
necesarios medios enriquecidos, habitualmente con sangre para su crecimiento.
Es un grupo de microorganismos que se ha caracterizado por numerosos y

continuos cambios taxondmicos entre los diferentes grupos (Arnaiz et al., 2014).

Los Streptococcus viridans representan a un grupo de 24 especies descritas
actualmente, son principalmente alfa-hemoliticos en agar sangre de carnero

(Ruoff et al., 2003). Esta formado por los grupos:

1. Streptococcus grupo milleri/anginosus: Pertenecen al grupo de Streptococcus
de “colonia pequena”. Aglutinan con los grupos A, C, F y G de Lancefield. Esta

formado por las especies S. intermedius, S. anginosus y S. constellatus.

2. Streptococcus grupo mitis: Son gamma-hemoliticos y forman parte de la flora
comensal de la boca. S. mitis, S. oralis y S. sanguis son las especies mas
comunes. S. pneumoniae también forma parte de este grupo, pero por sus

caracteristicas clinicas se estudia de forma separada (Arnaiz et al., 2014).

Estos cocos Gram positivos son comensales de la cavidad oral, tracto respiratorio
superior, tracto gastrointestinal y genitourinario. A pesar de la baja patogenicidad,
pueden causar endocarditis infecciosa, lo que contribuyen a la formaciéon de un

absceso polimicrobiano, y la posterior invasién del torrente sanguineo durante el

7
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estado de neutropenia. La infeccién del torrente sanguineo por lo general se
presenta en los pacientes con cancer con mucositis y neutropenia debido a
toxicidad relacionada con la quimioterapia antineoplasica. En estos pacientes, los
estudios han encontrado que Streptococcus viridans, se encuentran entre los mas
comunes microorganismos aislados en las muestras de bacterias (Johnson et al.,
2005). Las bacteriemias causan una considerable morbilidad y mortalidad en
estos pacientes; del 6 al 12% (Johnson et al., 2005). Los Streptococcus viridans
mas comunes que causan bacteriemia neutropénica han sido S. oralis, S. mitis y
S. salivarius (Ruoff et al., 2003). En la Figura 3 se muestra el factor de adherencia

de S. mutans, una de las bacterias mas patdgenas en la cavidad oral.

| um 0001 S, mutans

Figura 3. Ampliacion de 10000x del patron de adherencia de células S. mutans en la
superficie dental mostrando su agrupacion, morfologia y tamafo uniforme de células
(Baena et al., 2005).
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2.5. Placa dental: Biofilms.

Las mas diversas colecciones de microorganismos orales se encuentran en los
biofilms localizados en los dientes (placa dental) (Wilson, 2005). Una pequefia
muestra obtenida de la placa dental contiene en promedio, entre 12 y 27 especies
de bacterias diferentes (Aas et al.,, 2005). Los biofilms se definen como
comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una matriz de
exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo. El crecimiento
en biofilms representa la forma habitual de crecimiento de las bacterias en la
naturaleza (Sutherland, 2001). Un ejemplo cotidiano de biofilm lo constituye la
placa dental, cada dia nos esforzamos por combatir la pelicula de bacterias que
recubre la superficie de los dientes para evitar un desarrollo excesivo de
microorganismos que puede provocar un deterioro del esmalte dental. Aunque la
composicion del biofilm es variable en funcion del sistema en estudio, en general,
el componente mayoritario del biofilm es el agua, que puede representar hasta un
97% del contenido total. Ademas de agua y de las células bacterianas, la matriz
del biofilm es un complejo formado principalmente por exopolisacaridos, en menor
cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, DNA y productos

diversos procedentes de la lisis de las bacterias (Branda et al., 2005).

Estudios realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la
arquitectura de la matriz del biofilm no es sélida y presenta canales que permiten
el flujo de agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas profundas del
biofilm. La existencia de estos canales no evita, que dentro del biofilm podamos
encontrarnos con ambientes diferentes en los que la concentracién de nutrientes,

pH u oxigeno es diferente (Stoodley et al., 2002).

La etapa inicial del proceso de formacion de este es la adherencia sobre la
superficie. En bacterias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae, Escherichia coli, Salmonella enterica) se ha visto que los flagelos, las
fimbrias de tipo I, IV y los curli son importantes para la etapa de adherencia
primaria (Toole et al., 2000). La motilidad parece que ayuda a la bacteria a
alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones hidrofobicas. Sin embargo,

aunque la motilidad ayuda al proceso no parece ser un requisito esencial, pues
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muchas bacterias Gram positivas inmoviles como estafilococos, estreptococos y
micobacterias son capaces de formar biofilm. En el caso de las bacterias Gram
positivas se ha descrito la participacion de proteinas de superficie (AtlE, Bap, Esp)
en esta primera etapa de adherencia primaria (Cucarella et al., 2001). Una vez que
la bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y las células hijas
se extienden alrededor del sitio de unién, formando una microcolonia similar a
como ocurre durante el proceso de formacién de colonias en placas de agar
(Toledo-Arana et al., 2001).

En una etapa posterior la bacteria comienza a secretar un exopolisacarido que
constituye la matriz del biofilm y forma unas estructuras similares a los hongos
entre las cuales se observa la presencia de canales. La composicion del
exopolisacarido es diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P.
aeruginosa, celulosa en S. Typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa vy
galactosa en V. cholerae, poly-N-acetilglucosamina en S. aureus, etc. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz del este.
Finalmente, algunas bacterias de la matriz del biofilm se liberan del mismo para
poder colonizar nuevas superficies cerrando el proceso de desarrollo de formacién
del biofilm, en la Figura 4 se esquematiza el proceso de formacion de este
(Costerton et al., 2000).

Figura 4. Esquema mostrando las etapas del proceso de formacion del biofilm (Costerton
y Stewart, 2000).
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2.6. Proceso de formacion de la caries dental.

Es considerada como un padecimiento de la civilizacion moderna, se han
realizado innumerables estudios que nos revelan que nuestra sociedad actual y el
aumento de la caries dental se hallan en asociacion constante y que las tribus
primitivas son relativamente libres de este padecimiento (Hospital General de
México, 2012). La caries es una enfermedad infecciosa cronica y transmisible, con
una etiologia compleja y multifactorial (Qin et al., 2008). Su prevalencia a nivel
mundial ha mostrado cifras variables, oscilando entre el 3,6 y el 15,3% en paises
desarrollados, pero en paises en vias de desarrollo estas cifras ascienden hasta
un 67,7% (Tang et al., 2005).

Entre los factores etiolégicos se incluyen: alimentacion frecuente con alto
conteniendo azucarado, en nifios el uso de chupon impregnado con miel, azucar y
zumos de frutas, consumo exagerado de hidratos de carbono, mala higiene oral y
reduccion del flujo salival (Mohebbi et al., 2008). Otros factores relacionados con
la caries son: predisposicion genética, habitos nutricionales, educacion y nivel
socioeconémico de las personas. El Streptococcus mutans se sefiala como el
principal responsable bacteriano de la caries. Se ha observado una transmision
vertical bacteriana de la madre al nifio, encontrandose esta bacteria en nifios a los
6 meses de edad. Un nifio cuya madre tenga altos niveles de S. mutans en boca
tiene riesgo de adquirir el microorganismo mas pronto que un nifio cuya madre
tenga unos niveles mas bajos siendo el principal causante de caries en edad
temprana (Choi et al., 2009).

Streptococcus mutans y algunos lactobacilos forman parte de la placa bacteriana y
son capaces de producir acido lactico y propidnico, los que actuan
desmineralizando y desestructurando la superficie externa del esmalte (Hernandez
et al.,1998).

El paso mas importante para que se produzca la caries, es la adhesion inicial de la
bacteria a la superficie del diente. Esta adhesion estda mediada por la interaccion
entre una proteina del microorganismo y algunas de la saliva que son adsorbidas

por el esmalte dental. Para la colonizacion bacteriana, es imprescindible la
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formacion previa de una fina pelicula de proteinas salivales sobre la superficie del
diente: el ya mencionado biofilm. La interaccion se produce en cierta medida a
través de cargas electrostaticas. La carga eléctrica de las proteinas se relaciona
con la presencia de grupos ionizables en sus aminoacidos constituyentes (Duque
et al., 2006).

Estudios recientes indican que la unién de las bacterias al biofilm y entre si, no
puede ser explicada solamente por uniones electrostaticas, sino que se ha
evidenciado la accion de moléculas de naturaleza proteica en la superficie de las
bacterias, denominadas adhesinas, que se unen a las proteinas salivales las
cuales actuan como receptores y facilitan la adherencia bacteriana. Esto es
posible por el fendmeno de reconocimiento molecular. Se ha observado que
mientras mayor es la capacidad de adherencia del microorganismo, mayor es la

experiencia de caries dental (Duque et al., 2006).

En el caso del Streptococcus mutans, los factores de virulencia mas involucrados

en la produccion de caries son:

1. Acidogenicidad: El Streptococcus puede fermentar los azucares de la dieta
para originar principalmente acido lactico como producto final del metabolismo.
Esto hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

2. Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH bajo.

3. Acidofilicidad: El Streptococcus mutans puede resistir la acidez del medio
bombeando protones (H +) fuera de la célula.

4. 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 bacteria a

adherirse al diente y ser usados como reserva de nutrientes (Hidalgo et al., 2007).

Las glucosiltransferasas catalizan la hidrolisis de dos moléculas de sacarosa en
sus monosacaridos constituyentes: la alfa-D-glucosa y la beta-D-fructuosa. Las

moléculas de glucosa resultantes, son polimerizadas por enlaces alfa (1-6), alfa (1-
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4) o alfa (1-3) y forman los glucanos extracelulares bacterianos y se liberan dos
moléculas de fructuosa. De acuerdo con las caracteristicas de solubilidad de su
producto, las glucosiltransferasas se clasifican en: GTF-S, las que sintetizan el
dextrano, un glucano que posee predominantemente uniones lineales alfa (1-6), es
soluble en agua y de aspecto globular, GTF-| sintetiza un glucano insoluble y
fibrilar con predominio de uniones alfa (1-3) y la GTF-SI sintetiza ambos tipos de

glucanos (Duque et al., 2006).

El Streptococcus mutans secreta los tres tipos de glucosiltransferasas. Al producto
de la GTF-l y la GTF-SI, con predominio alfa (1-3), se le denomina mutano. Su
insolubilidad en agua, viscosidad y aspecto fibrilar, lo involucra en los fenbmenos
de adherencia, agregacién y acumulacion bacteriana en la placa dental. De esta
manera la capacidad de producir mutano, esta involucrada en el poder cariogénico

del Streptococcus mutans (Duque et al., 2006).

5. Produccidon de dextranasa: Las bacterias tienen la posibilidad de sintetizar y
liberar enzimas glucanohidrolasas, como la dextranasa y la mutanasa. Estas se
disponen en la superficie de las células bacterianas en contacto con el glucano, lo
hidrolizan y facilitan asi el paso de los productos de la hidrélisis hacia el interior de
la misma. Por tanto, los glucanos extracelulares pueden ser utilizados por las
bacterias como fuente de energia. Ademas de movilizar reservas de energia, esta
enzima puede regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo productos

finales de glucano (Duque et al., 2006).

6.Sustrato cariogénico: Dentro de los factores que favorecen el desarrollo de la
caries dental, uno de los mas estudiados es el consumo excesivo de azucares
simples. Numerosos estudios han demostrado la asociacidon entre caries y
carbohidratos refinos o azucares, especialmente, la sacarosa o azucar comun. Los
azucares consumidos con la dieta constituyen el sustrato de la microflora bucal y

dan inicio al proceso de cariogénesis (Cid et al., 2008).
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La sacarosa formada por dos monosacaridos simples: la fructosa y la glucosa; se
considera el mas cariogénico, no solo porque su metabolismo produce &cidos,
sino porque el Streptococcus mutans lo utiliza para producir glucano, polisacarido
extracelular que le permite a la bacteria adherirse firmemente al diente, inhibiendo

las propiedades de difusién de la placa (Cid y Morales, 2008).
2.7. Tratamiento terapéutico de la infeccion odontogénica.

La infeccion odontogénica debe ser abordada desde tres ambitos terapéuticos que
son complementarios entre si. El tratamiento etiolégico odontologico, que
frecuentemente incluira actuaciones quirurgicas de mayor o menor envergadura; el
tratamiento sistémico de soporte, que abarca un amplio espectro desde el manejo
sintomatico del dolor al control de la inflamacion pasando por medidas fisicas,
hidratacion, control de la temperatura, equilibrio de la glucemia, etc. Por ultimo,
salvo en situaciones excepcionales, debe ser aplicado un tratamiento

antimicrobiano con criterios de racionalidad y eficiencia (Cianco, 2000).

De manera general, el tratamiento antimicrobiano deberia indicarse siempre que el
proceso lleve asociada una clinica evidente de la actuacion de un agente
infeccioso. El tratamiento con antimicrobianos de las infecciones odontogénicas
tiene por objetivo evitar la extensién local y la contiglidad de la infeccién, reducir
el in6culo bacteriano en el foco infeccioso y prevenir las complicaciones derivadas
de la diseminacion hematdgena (Slots et al., 2000). Dependiendo de las
caracteristicas del proceso y del paciente, el tratamiento O6ptimo de una
determinada infeccidbn podria requerir antimicrobianos sistémicos o locales

(Jorgensen et al., 2000).

El éxito terapéutico sobre la infeccibn odontogénica radica en el control de la
biopelicula y, por lo tanto, de los microorganismos implicados. Las opciones
terapéuticas disponibles, a veces combinadas, son las siguientes (De Vicente-
Rodriguez, 2004).

14

w»lw_ﬂﬂﬁﬁm.—,
% 5 % %7

B gy
b “



&

exodoncias, etc.).

e Tratamiento antimicrobiano.

Tratamiento odontologico (obturacion, endodoncia, tartrectomia, etc.).

Tratamiento quirurgico (drenaje de abscesos, desbridamiento de tejidos,

e Tratamiento sistémico de soporte (analgésicos, antiinflamatorios, etc.).

El efecto de las técnicas de desbridamiento mecanico-quirurgicas sobre la

biopelicula es fundamentalmente de tipo cuantitativo, por lo que existe el riesgo de

persistencia de odontopatégenos y de recurrencia del proceso. Por ello en algunas

situaciones debe complementarse con tratamiento antibiético, que ademas de la

cantidad, modifica la composicion cualitativa de la placa, en el Cuadro 1 se

ejemplifican algunas opciones terapéuticas de acuerdo a la infeccion (Maestre,

2004).

Cuadro 1. Microorganismos implicados en las infecciones odontogénicas y sus opciones

de tratamiento terapéutico (Bresco-Salinas et al., 2006).

PROCESO LOCALIZACION BACTERIAS IMPLICADAS OPCIONES TERAPEUTICAS
Esmalte, dentina, Str'e_proooccus mutans Bliminacion mecialia
Caries cemento y pulpa | Actinomyces spp Exodongi
dental Lactobacillus spp ARHaHCE
Peptostreptococcus micros Eliminacién mecanica, drenaje
o Porphyromonas endodontalis Biopulpectomia
Pulpitis Tolidos g la pulpa Prevotella intermedia AB (si inmunodepresidn o profilaxis)
dental G . S i
Prevotella melaninogenica - Amaoxicilina + elavulanico
Fusobacterium nucleatum - Clindamicina
Campylobacter rectus Leve: Clorhexidina 0,2% topica
e Actinomyces spp Clindamicina gel tépico
e | i‘:'as' 'eJ'd“dsan Prevotella intermedia GUN: Clorhexidina D,2% tépica
o a ﬁ;:ﬁt:: & E. corrodens AB: -Amoxicilina + clavulanica
Capnocytophaga spp -Metronidazol
Streptococecus anginosus G. estreptocdeica = GUN
e Tartrectomia
SopRoone: g'ng'.mns Clorhexidina 0,2% tdpica o clindamicina/
= Tannerella forsythensis i 7
Tejidos de sostén Al ot s minoclina gel tpico
Periodontitis del diente fismpps 45 - ".’:”’ AB cuando esta indicado (Tabla Il
(periodonto) Fioobetori Pucloating - Amxn;llma + clavulanico
Strep cous spp - Metronidazol
- Clindamicina
Peptostreptococcus micros 7 gy " A
Prevotella oralis melaninogenica Elr; fe irnaieo y Cestoiienta
Absceso Tejidos Fusobacterium spp 8 - _
periapical periapicales Porphyromonas gingivalis = 2:::;:;:7:3;; clavuldnico
gz_‘;;f::é.‘fiius s - Penicilina + Metronidazol
Tejidos que rodean | Peptostreptococcus micros } - :
el diente Porphyromonas gingivalis Eg?bndam;enm Y [renage
Peri it parcialmente Fusobacterium spp ) A icili lavnilar
ericoronaritis erupcionado, B o i sivsls oo - Amorxicilina + clavulanico

sobre todo terceros
molares inferiores.

Eubactenum
Streptococcus spp
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2.8. Antibioticos utilizados contra las infecciones de la cavidad oral.

El antibiético ideal para tratar una infeccion debe reunir una serie de
caracteristicas, como son: a) actividad frente a los microorganismos implicados en
el proceso infeccioso; b) adecuados parametros farmacocinéticos (buena
penetracién y difusidbn en el lugar de la infeccion); c) buena tolerancia y pocos
efectos adversos y d) una posologia que pueda facilitar el cumplimiento del

tratamiento (Linares et al., 2003).

El componente polimicrobiano de la infeccion odontogénica hace recomendable en
muchos casos la utilizacidon de antibiéticos con actividad frente a bacterias
aerobias y anaerobias, de amplio espectro y a dosis altas, siendo a veces
necesario utilizar combinaciones que consigan un espectro de actividad mayor y
adecuada al tipo de infeccidon. La duracion del tratamiento antibiético depende del
tipo de infeccion, de la extension del proceso y del antibidtico elegido. A grandes
rasgos, la duracién oscila entre 5 y 10 dias o dicho de otra manera, el tratamiento
debe prolongarse hasta 3 6 4 dias después de la desaparicion de las

manifestaciones clinicas (Bascones et al., 1994).

Los mas utilizados en la infeccidn odontdgena son: betalactdmicos, macrélidos,

tetraciclinas, metronidazol, clindamicina y fluorquinolonas (Bascones et al., 2004).

*Betalactamicos: Son farmacos bactericidas, activos en la fase de crecimiento

bacteriano, utiles en el tratamiento de la fase aguda de los procesos

odontogénicos y para la prevencion de las complicaciones (Maestre et al., 2007).

La penicilina G (parenteral), la fenoximetilpenicilina (oral) y la amoxicilina,
presentan buena actividad frente a patdgenos aerobios facultativos y anaerobios
por lo que se consideran de eleccién en las infecciones mixtas de la cavidad bucal.
De las tres la mas indicada es la amoxicilina, ya que presenta un espectro mayor
que la penicilina y una mejor absorcién entérica que la ampicilina. Son efectivas
frente a los Streptococcus viridans, sin embargo cada vez son mas numerosas las
bacterias productoras de betalactamasas, especialmente de los géneros

Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium que las hacen resistentes, pero
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ademas, en aquellas que aun continuan siendo sensibles, la CMI es elevada. Es
por esta causa que la asociaciobn de una penicilina con un inhibidor de
betalactamasas como el acido clavulanico ha pasado a ser el farmaco de eleccidn
en un gran numero de estos procesos y que la tendencia sea aumentar la dosis

para alcanzar la CMI (Maestre, 2004).

Las cefalosporinas orales, presentan una escasa actividad sobre bacterias Gram
negativas anaerobias y no ofrecen ninguna ventaja sobre la penicilina y sus

derivados en el tratamiento de las infecciones odontogénicas (Lifares, 2003).

*Macrélidos: Fundamentalmente eritromicina, espiramicina, claritromicina y
azitromicina, son antibidticos bacteriostaticos, que presentan una alta proporcion
de resistencia a las bacterias mas habituales de las infecciones odontdégenas, por
lo que no se consideran de primera linea en este tipo de infecciones. De ellos, la
azitromicina es el de mayor absorcion oral, con una buena farmacocinética y mas
activo frente a los anaerobios Gram negativos (Khemaleelakul et al., 2002). La
claritromicina es la que presenta una mayor actividad in vitro frente a los
anaerobios facultativos Gram positivos, no obstante se considera un antibiotico en

investigacién dado que su CMI no ha sido establecida (Maestre, 2004).

*Tetraciclinas: Bacteriostaticos de amplio espectro. De ellos, minociclina vy

doxiciclina son los que poseen mejor actividad sobre las bacterias anaerobias,
pero cada vez mas limitada como consecuencia del aumento en los niveles de
resistencia, por ello ninguno debe ser considerado farmaco de primera eleccion en
las infecciones odontogenas (Maestre, 2004). La mas utilizada es la doxiciclina,
sobre todo en algunos casos de periodontitis donde predomina la especie
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Su uso no se recomienda durante el
embarazo, lactancia materna y en niflos menores de 13 anos, por su alta afinidad
por el tejido 6seo y dental. También se ha descrito la efectividad de la aplicaciéon
topica de gel de minociclina en la fase aguda de la periodontitis, fase en la que
predominan las bacterias Bacteroides forsythus y Porphyromonas gingivalis
(LiRares, 2003).
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* Metronidazol:

Es un farmaco bactericida muy activo frente a las bacterias anaerobias Gram
negativas y las espiroquetas, pero con escasa actividad frente a cocos Gram
positivos anaerobios y aerobios orales. Puede ser de eleccion en la gingivitis
ulcerativa necrotizante (GUN), en la enfermedad periodontal cronica y en la angina
de Vincent. No se recomienda su empleo durante el embarazo (Bascones et al.,
2004). Suele administrarse asociado con otros antibiéticos activos frente a
bacterias aerobias Gram positivas, como: penicilina V, amoxicilina, amoxicilina
clavulanico o espiramicina (pseudomembranosa), limita su uso recomendandose
para el tratamiento de infecciones odontogénicas graves o en los casos en que la
penicilina ha fracasado. La clindamicina tépica en gel es util en el tratamiento de la
periodontitis en fase aguda y evita los efectos adversos asociados a la

administracién oral (Maestre et al., 2007).

* Fluorguinolonas: EIl levofloxaciono y moxifloxacino son menos rentables que

otros antibidticos, ademas la resistencia de los Streptococcus viridans frente a
levofloxaciono es elevada (> 50%). La fluorquinolonas no se deberian utilizar en

estas infecciones (Kuriyama et al., 2000).

* Clindamicina: Sigue siendo el farmaco de eleccién en pacientes alérgicos a

betalactamicos por su buena absorcion, la baja incidencia de resistencias
bacterianas y la alta concentraciéon que alcanza en el tejido 6seo. Este antibidtico
se muestra muy efectivo frente a anaerobios facultativos y estrictos, incluyendo las
cepas productoras de betalactamasas. Alcanza altas concentraciones alveolares y
la actividad bactericida clinicamente se logra con la dosis habitualmente
recomendada (Maestre, 2004). Asi se describen CMI muy bajas frente a
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum. No
es activa frente a Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens y
Capnocytophaga spp y mas de un 25% de los Streptococcus del grupo viridans
presentan resistencia de alto nivel, no superable con altas dosis de antibiético.
Existe propension a causar colitis asociada a los antibioticos, en el Cuadro 2 se

muestran algunos antimicrobianos utilizados (Bascones et al., 2004).
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Cuadro 2. Antimicrobianos indicados en infecciones odontégenas mixtas de la cavidad

oral (Kuriyama et al., 2000).

Infecciones odontdgenas
mixtas de cavidad oral

Farmaco's de eleccion
(Via oral vwo tépica)

Alternativa
(Via oral wo tépica)

Gingivitis marginal

Gingivitis ulceronecrosante
Periodontitis juvenil localizada
Enfermedad periodontal del adulto
Pulpitis aguda

Absceso periodontal

Pericoronaritis

Clorhexidina 0,2% tdpica

Amoxicilina-dcido clavuldnico
+ clorhexidina tdpica

Doxiciclina oral
+ clorhexidina 0,2% tdpica

Amoxirilina-dcido clavuldnico o
metronidazol + clorhexidina tépica
o minociclina gel tdpica

Amoxicilina-dcido clavuldnico
Amoxicilina-dcido clavuldnico

Amoxicilina-dcido clavuldnico

Timol 1% tdpico
Povidona-yodada

Metronidazol
+ clorhexidina tapica

Minociclina oral
+ clorhexidina 0,2% tdpica

Clindamirina
+ clorhexidina tépica
0 povidona-yodada

Clindamicina
Clindamicina

Clindamirina o claritromicina

2.9. Resistencia a los antibi6ticos.

El aumento en la prevalencia de resistencia bacteriana ha hecho que antibiéticos
utiles en el pasado no lo sean tanto en la actualidad, al igual que ciertas
posologias. En este sentido, en los ultimos 10-15 afios se ha duplicado el numero
de microorganismos resistentes de la cavidad bucal (Walker, 2000). Como ejemplo
hay estudios que han puesto de manifiesto la presencia de especies productoras
de betalactamasas en el 74-88% de pacientes con periodontitis (Herrera et al.,
2000). De la misma manera, a lo largo de los ultimos afios y al igual que ha
ocurrido con otros patdbgenos como por ejemplo Streptococcus pneumoniae, los
niveles de resistencia de varias especies de Streptococcus del grupo viridans tanto
en macrélidos como con betalactamicos y en clindamicina se han incrementado de
forma notable (Aracil et al., 2002). Mientras que en el caso de los macrolidos un
aumento de dosis no se traduciria en una mejor cobertura frente a las cepas
resistentes, en el caso de los betalactamicos este aumento de dosis si puede

conllevar una mejor cobertura (Prieto et al., 2002).

Por eso es de suma importancia la busqueda de tratamientos alternativos para la

prevencion de dichos padecimientos para evitar su formacion y prevalencia.
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2.10. México y su enorme riqueza en medicina tradicional.

De acuerdo con estadisticas de la OMS, las plantas son utilizadas por 80% de la
poblacién mundial para satisfacer o complementar sus necesidades médicas. Se
estima que anualmente en todo el mundo se facturan 60 000 millones de délares
por concepto de comercializacion de medicinas de patente elaboradas con plantas
medicinales. La OMS reconoce que no existe un marco juridico internacional que
regule el acceso a las plantas mismas y su uso racional, ni la seguridad, eficacia y
calidad de sus principios activos, pues a pesar de que persiste un arraigado uso
de la medicina tradicional, su aplicacidon ha superado fronteras ancestrales de
paises y culturas (OMS, 2010).

Meéxico ocupa el segundo lugar a nivel mundial, en el numero de plantas
medicinales registradas con 4500 plantas, después de China que tiene registradas
5000 (Muneton, 2009). Aproximadamente el 15% de la flora total tienen atributos
medicinales, es decir que mas o0 menos una de cada siete especies posee alguna
propiedad curativa. Se estima que la validacion quimica, farmacologica y
biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a cabo sélo en 5%
de estas especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio desarrollaron una
de las herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica
que alcanzaron; asi, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han

usado plantas con fines medicinales (Ocegueda et al., 2005).

Los principios activos se deben a los compuestos quimicos de algunas plantas
que las hacen utiles como medicamentos y pueden encontrarse en todo el
individuo o s6lo en algunas de sus estructuras. Su concentracion y calidad
dependen de diversos factores como la edad del organismo, el clima, la época del
afno, el tipo de suelo y la humedad, entre otros. Por ejemplo, las plantas muy
jévenes o muy viejas tienen menor concentracion de principios activos; los suelos
acidos favorecen a las plantas productoras de alcaloides y la humedad del suelo
tiene un efecto directo sobre la concentracién de estos compuestos. Una sola
planta medicinal puede contener de 8 a 10 principios activos, lo que indica la

complejidad y riqueza bioquimica que existe en la naturaleza. Estos compuestos
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quimicos se extraen por diferentes procedimientos. Para que una planta conserve
sus propiedades medicinales se deben respetar ciertas reglas de recoleccion,
desecacion, almacenamiento y finalmente de presentacion como infusiones,

extractos o capsulas, entre otras (Ocegueda et al., 2005).

El uso de productos a base de plantas medicinales, ha existido desde la época
precolombina (Figuras 5y 6) y ha pervivido hasta nuestros dias en cada mercado
popular a lo largo y ancho del territorio mexicano. Se pueden encontrar expendios
de plantas medicinales de diversa indole contra cualquier padecimiento humano.
El INEGI menciona que en México existen alrededor de 10 millones de indigenas
sin acceso a la medicina “occidental”, quienes recurren a la Medicina Tradicional

para sobrevivir (Mendoza y Figueroa, 2006).
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Figura 5y 6. Uso de plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades, codice
de la Cruz Badiano (Afanador et al., 2012).
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2.11. Investigacion realizada sobre la familia Burseraceae.

Burseraceae agrupa mas de un centenar de especies de plantas lefiosas, cuya
distribucion se restringe al continente americano, en particular a la mitad
septentrional de su porcion intertropical, pues se extiende desde los extremos
suroeste y sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Peru y de Brasil,

incluyendo las Antillas y las Galapagos (Rzedowski y Kruse, 2004).

Su centro de diversidad se localiza en México, de donde hasta la fecha se
conocen unas 80 especies mas o menos definidas, el total real del grupo en
nuestro pais posiblemente sobrepase las 100 especies. El género es
relativamente bien conocido taxonbmicamente, y se ha dividido en dos secciones,
Bursera y Bullockia (Becerra, 2003). Bursera es altamente adaptada a las
condiciones calidas y secas del bosque seco tropical. Todas sus especies son de
hoja caducas, los que estan presentes en los bosques tropicales humedos
incluidos los subhumedos. La mayoria de las especies son sensibles al frio, y sus
distribuciones son limitadas por temperaturas de congelacion. Como con otros
miembros de estos bosques, muchas especies de Bursera tienen troncos
suculentos, y algunos muestran un tronco colorido que exfolia hojas de papel,
como escamas coloridas, este rasgo es el responsable del nombre Azteca
"cuajiotes," que significa "arbol leproso" que se sigue aplicando en la actualidad a

estos arboles en algunas regiones de México (Becerra, 2005).

Los representantes de Bursera son mayormente arboles o algunas veces
arbustos, de hoja decidua, que constituyen un elemento caracteristico pocas
veces dominante o codominante de los bosques tropicales caducifolios de
México, donde habitan preferentemente en altitudes entre 0 y 1800 m.
Solamente una especie, B. simaruba llega a ser componente de ambientes
mas humedos y puede prosperar en bosques tropicales subcaducifolios y
perennifolios. Varias prosperan en matorrales xerofilos y algunas llegan a
ascender a elevaciones cercanas a 2400 m s.n.m., penetrando en ocasiones a
areas con bosques de encino y de coniferas. Dadas estas afinidades

ecologicas, la mayor diversidad de las especies mexicanas de Bursera se
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establece en la vertiente pacifica de la Republica (Figura 7), con su maxima

concentracion en la cuenca del rio Balsas (Rzedowski y Kruse, 1979).

- Regidn Noroeste
. Regidén Occidental
. Costa del Pacifico
. Regidn Suroeste
Cuenca Balsas Este
Cuenca Balsas Oeste
: Oaxaca
B Chiapas
Costa Atlantica
Cuenca Alta

Figura 7. Expansion histérica de Bursera en México. La distribucion de Bursera fue

dividida en 10 sub zonas geograficas (Becerra, 2005).

Dentro del contexto del actual sistema de nomenclatura, la primera especie de
Bursera se describi6 en 1753. Sin embargo, el proceso de una apropiada
distincion y circunscripcién del género dilatd cerca de otros 100 afos. En 1762,
la planta fue rebautizada una vez mas y situada como miembro de Bursera,
nombre nuevo que se dedicé a Joachim Burser (1603-1689), médico y botanico

aleman (Rzedowski et al., 2004).

Taxondmicamente son arboles o a veces arbustos caducifolios, resinoso-
aromaticos, dioicos o poligamo-dioicos, rara vez hermafroditas; la corteza externa
de las partes lignificadas provista de una capa de clorénquima, la del tronco a
menudo rojiza o amarillenta y exfoliante, otras veces gris, lisa y sin exfoliarse, las
ramillas abreviadas (braquiblastos) comunmente presentes; hojas sin estipulas, a
menudo dispuestas en forma de roseta en los extremos de los braquiblastos, otras
veces alternas y esparcidas sobre ramas joévenes y vigorosas, a las hojas
normales les anteceden en aparicion una o varias rosetas de catafilos, de forma

oblonga, lanceolada o triangular, y también es frecuente que las primeras hojas en
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aparecer sean ftrifolioladas o con un numero de foliolos mas reducido que el
comun para la especie; en forma de paniculas, racimos, cimas, glomérulos, las
flores solitarias por reduccién, casi siempre unisexuales, rara vez funcionalmente
hermafroditas, pequefas, trimeras a pentameras; caliz profundamente dividido,
sus |6bulos abiertos en el boton; los pétalos por lo general mas largos que el caliz,
blanquecinos, amarillentos, verdosos o rojizos; estambres dos veces mas
numerosos que los pétalos, dispuestos en dos series iguales o en ocasiones algo
desiguales a veces parcial o totalmente dividido en 2 ramas, estigmas 2 6 3; fruto
en forma de drupa ovoide, elipsoide a esférica, biconvenxa un poco
asimétricamente trigona, al principio carnoso pero luego coriaceo y tardiamente
dehiscente por medio de 2 6 3 valvas, hueso parcial o totalmente cubierto por un
pseudoarilo que al abrirse el fruto suele ser rojo, anaranjado o amarillento, pero
por lo comun pronto se torna gris o blanquecino; semilla por lo general una sola en
cada fruto en la Figura 8 se dan algunos ejemplos (Andrés-Hernandez y Espinosa,
2002).

Figura 8. Bursera linanoe y Bursera hintonii Bullock. A. rama con hojas y frutos; B.
bracteola; C. flor masculina en vista externa; D. flor masculina desprovista de un
segmento del céliz, de 2 pétalos y de 5 estambres; E. flor femenina en vista externa; F.
flor femenina desprovista de 2 segmentos del caliz, de 2 pétalos y de varios estaminodios;
G. Hueso (Rzedowski et al., 2004).
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2.12. Compuestos biolégicamente activos en el género Bursera.

Muchas plantas del género Bursera son de importancia en la medicina tradicional,
y tiene varios usos domeésticos en la regién central de México, donde cerca de 70
especies son endémicas y aproximadamente 18 crecen abundantemente
(Hernandez et al., 2012). Especies de la familia Burseraceae deben su valor
econdmico a los aceites esenciales, terpenos, esteroides y a los lignanos en sus
resinas. Estudios fitoquimicos de diferentes especies del género Bursera han
permitido el aislamiento de triterpenos, bilignanos y flavonoides (Peraza y Penfa,
1992). Durante el proceso de aislamiento, se obtuvieron en forma pura los
triterpenos lupeol, epi-lupeol, epiglutinol, a-amirina y B-amirina (Peraza et al.,
1995).

Por ejemplo en los estudios realizados a los extractos obtenidos de la corteza de
B. graveolens, se reporta presencia de triterpenos tetraciclicos: el acido [-
elemonico, etc. Y la actividad antimicrobiana, en los extractos etandlicos de las
cortezas y hojas de B. graveolens contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus;
y antiinflamatoria frente a indometacina en el Cuadro 3 se nombran algunos de los

compuestos aislados (Leyva et al., 2007).

Cuadro 3. Componentes en el cromatograma del aceite de ramas de B. graveolens
(Leyva et al., 2007).

Pico. No Tr. Abundancia (%) Compuesto
1 4,603 4,84 D-Limoneno
2 10,044 0,69 2-Ciclohexen-1-ol,2-metil-5-(1-metil)
3 10,602 1,06 Fenchona
4 13,483 3,02 1,2-Ciclihexanodiol, 1-metil-4-(1-metiletienil)
5 16,001 0,35 a-Copaeno
6 16,185 6,09 3,4-metilenoxiacetofenona
7 17,360 1,98 Espatulenol
8 17,552 70,82 Viridiflorol
9 17,811 2,67 6-isopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,6,7,8,8a-
octahidronaftalen-2-ol
10 18,177 2,91 Naftaleno-1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4-7-dimetil-1
11 18,332 3,58 a-Cadinol
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En cuanto a los estudios que se han realizado para especies del género Bursera
se han logrado identificar diversos componentes quimicos, entre los cuales se
encuentra el 3'4',5,7-tetrahidroxi-flavonol, que debido a su estructura quimica es
posible que sea uno de los compuestos que atribuyen su capacidad antioxidante.
Otros compuestos que pueden contribuir a la actividad antioxidante de las
especies de Bursera son los lignanos y neolignanos, que son compuestos
fendlicos, dichos compuestos son: burselignano, burseneolignano, (+)-
isolariciresinol y 5-metoxi-(+)-isolariciresinol, en el Cuadro 4 se encuentran

algunas estructuras aisladas (Campos, 2006).

Cuadro 4. Estructuras quimicas de compuestos aislados en especies del género

Bursera (Campos, 2006).
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Cuadro 4. Continuacion. Estructuras quimicas de compuestos aislados en especies del

género Bursera (Campos, 2006).

(+)verticilan-3,7-dien-12,20-diol 20 acetato (+)-verticilian-3,7-dien-
12,20-diol

\

(+)-verticilan-3,7,12(18)-trieno
(-)-verticilan-4(20),7,11-trieno

%
(1S,3E,7E,11S,12S)-(+)-verticilan-3,7-

dien-12-ol (1S,3E,7E,11S,12R)-(+)-verticilan-3,7-
dien-12-ol
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2.13. El arbol medicinal palo mulato (Bursera simaruba).

Se encuentra desde la Sierra de Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Yucatan y
Quintana Roo en la vertiente del Golfo y desde Sinaloa hasta la Depresiéon Central
de Chiapas en el Pacifico a una altitud de 0 a 1,200-1,800 m. Abarca los estados
de Campeche, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, San Luis Potosi, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. Requiere de un clima tropical o subtropical, de
una precipitacion anual media entre 500 y 1,400 (3,000) mm y una temperatura de
18 a 27 °C. Prospera tanto en terrenos llanos como en laderas escarpadas pero
se desarrolla mejor en los llanos fértiles. Habita sobre suelos derivados de rocas
sedimentarias marinas y sobre suelos calcareos. Suelos: café pedregoso, café-

arcilloso, arcilloso, somero, rocoso, arenoso, rico en materia organica, litosol,

vertisol, oxisol. En la Figura 9 y Cuadro 5 se muestran algunas caracteristicas de
palo mulato (CONABIO, 2009).

Figura 9. Caracteristicas de Bursera simaruba A. rama con hojas e inflorescencias
masculinas; B. ramilla de inflorescencia femenina; C. flor masculina; D. flor femenina; E.

corte longitudinal de la flor femenina; F. 2 frutos (Rzedowski et al., 2004).
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Cuadro 5. Descripcion del arbol medicinal Bursera simaruba (CONABIO, 2009).

Cohuite (Ver.); Copalillo (Pue.); Chaca (Tamps., Ver., Yuc.); Chachah,
chakah, Hukup (I. maya, Yuc.); Chacaj (I. tojolabal, Chis.); Lon-sha-la-
ec (I. chontal, Oax.); Tzaca (. huasteca, S.L.P.);Tusun, Ta'sun (I.
totonaca, Pue.); Yala-guito (I. zapoteca, Oax.); Chicohuiste, Chocohuite,
Chocogtiite, Chohuite (Chis.); Jiote, Jiote colorado, Quiote (Sin.);
Piocha Tamps.); Tzaca (. huasteca, S.L.P.); Mulato, Songolica,
Zongolica (Oax.); Palo colorado (Sin.);Palo jiote (Ver., Tab., Oax.); Palo
mulato (Nay., Chis., Tab., Oax.); Palo retino, Suchicopal (Tab.).

Arbol resinoso, caducifolio de 5 a 20 m (hasta 35 m) de altura, con un
diametro a la altura del pecho de 40 a 80 cm (hasta 1 m).

Copa irregular y dispersa (follaje ralo). Cuando el arbol crece en
terrenos abiertos, sus ramas se extienden y forman una copa ancha y
abierta. Hojas compuestas, alternas, con 3 a 13 foliolos lanceolados u
oblongos a obovados o elipticos, de 4 a 9 cm de largo por 1.8 a 3.5 cm
de ancho, margen entero, membranaceos a cartadceos de color verde
oscuro y a menudo brillantes en el haz.

Tronco con una ligera y caracteristica torcedura en forma de "S" en su
parte media o superior, con pocas ramas gruesas y torcidas. El tronco
es fornido y con frecuencia se bifurca a 2 m del suelo. Contrafuertes
insinuados en la base, 3 a 6 por tronco.

Corteza lisa, rojiza y se despega en jirones (exfoliante). Durante la
época de sequia el arbol continua su actividad fotosintética mediante
los cloroplastos localizados en la corteza expuestos a la luz una vez
desprendida la corteza.

Paniculas tirsiformes terminales o pseudoracimos, de 6 a 13 (hasta 20
a 28) cm de largo incluyendo el pedunculo; con flores masculinas
individuales, con 4 a 5 pétalos rosados, verde- amarillentos o blancos.
Flores femeninas con solo tres pétalos.

Capsula trivalvada con sélo el exocarpio dehiscente, de 10 a 15 mm de
largo, en infrutescencias de 4 a 9 cm y hasta 15 cm de largo, globosa u
ovoide, de 7 a 10 (15) mm de diametro, triangular, moreno rojiza,
dehiscente. En el arbol se mantiene durante varios meses exhibiendo
las semillas. 1 6 2 semillas por fruto.

Semillas de 8 a 10 mm de largo por 7 a 8 mm de ancho y 5 a 6.5 mm

de grueso, amarilla, angulosa, triangular al corte transversal, con arilo
rojo cubriéndola totalmente.
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Los principales usos domeésticos que se le dan a Bursera simaruba son los
siguientes (CONABIO, 2009):

-Adhesivo (exudado de resina): La resina se usa como sustituto de la cola y

como cemento para pegar piezas rotas de loza, vidrio y porcelana.

-Aromatizante (exudado de resina): Exudado y frutos aromaticos. La resina
aromatica es conocida como “chibou”, resina de “cachibou” o resina “gomart”.

Hervida en agua y endurecida se usa a manera de copal como incienso.

-Artesanal (madera): La madera es blanda y ligera por lo que es muy apreciada
para la elaboracion de artesanias, juguetes y articulos torneados. Combustible
[madera]. Lefia y carbon. La madera tiene un alto contenido de humedad pero

cuando esta bien seca se usa como lefia de ignicidén por su alta flamabilidad.

-Construccién (madera): Construcciéon rural (viviendas), construcciones

interiores. No es apropiada para uso externo.

-Forrajero (hoja, vastago, fruto, semilla): Planta forrajera para cria de animales

dentro de un solar.

-Industrializable (madera, exudado de resina): Pulpa para papel y fabricaciéon

de barnices y lacas.

-Insecticida (exudado de resina): La resina aromatica exudada de la corteza se

usa para repeler insectos.

-Maderable (madera): Especie maderable con posibilidades comerciales. Madera
suave, su gravedad especifica es de 3 0.32 g/cm. Se puede trabajar con facilidad
y se le puede dar un fino acabado. Uso potencial: cocinas integrales, acabados de
interiores, suelas de zapatos, viruta excélsior, muebles rusticos, cajas y embalajes,
postes, cercas, chapa, triplay, cerillos, construccibn de canoas, centros para
madera terciada, abatelenguas, tableros aglomerados, palillos, guacales, tablas,
toneles, carpinteria, ebanisteria en genera y patrones debido a que su estabilidad

dimensional es excelente.
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-Medicinal (fruto, flor, hoja, corteza): La infusidn del cocimiento de la madera se
utiliza para bajar de peso. Fruto, flor: antidiarreico, mordedura de serpiente.
Planta: resfriado, disenteria, diarrea, fiebre, hongos en la piel, mal de viento,
antimicética, purgante y sudorifica. Hoja: tosferina y e sarampion, antiasmatico,
acelerador de parto, encias infectadas, evacuaciones con sangre, diurética,
amigdalitis, comezon, ulceras (enfermedades venéreas), antiinflamatorio (rodillas),
para fiebre intestinal, analgésico (dolor de cabeza, estbmago y muelas). Corteza:
antipirético (calentura), hemorragia nasal, dolor muscular, remedio para el hipo,
limpieza de heridas, inflamacién de ovarios, picadura de arafia hemorragia nasal,
dolor muscular (CONABIO, 2009).

Sus ramas, la flor, el fruto y la resina se usan con fines medicinales por sus
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, entre otras. Esta especie también
se ha utilizado como afrodisiaca, diaforética, diurética, expectorante, purgativa,
galactogoga, antiséptica y repelente de insectos. En la medicina tradicional, la
infusion de la corteza de B. simaruba se utiliza para adelgazar o en el tratamiento
de ulceras estomacales; sin embargo, el proceso de ebullicion provoca la

liberacién de taninos que pueden tener efectos tdéxicos (Campos, 2006).

Desde la antigiiedad los mayas denominaban a este arbol chakah, lo empleaban
para curar la irritacién cutanea causada por el chechén (Metopium brownei, arbol
que produce dermatitis al tacto) el cual crece casi siempre cerca del primero.
Existen varias leyendas mayenses respecto al origen de ambos arboles, una de
ellas cuenta que en la antigledad dos guerreros, uno bondadoso llamado Kinch y
el otro perverso llamado Tizic, lucharon a muerte por el amor de una joven de
nombre Nicte-Ha con funesto desenlace para ambos. Los dioses les concedieron
la gracia de volver al mundo de los mortales convertidos en arboles para
contemplar a su amada: Tizic seria un chechén y Kinch un chacah. Finalmente
Nicte-Ha moriria de pena y los dioses la convertirian en una flor (Monteoliva y
Carvajal, 2014).
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3. JUSTIFICACION.

Las infecciones odontogénicas son un problema creciente y grave de la
sociedad moderna, debido a que existen decenas de tratamientos
farmacéuticos (en su mayoria antibi6ticos), para suprimir los dafios provocados
por estas bacterias, el uso excesivo de estos medicamentos (el 10% de los
antibiéticos totales vendidos) ha generado que los microorganismos se hagan
paulatinamente mas resistentes, provocado que los tratamientos para
contrarrestarlos sean cada vez mas costosos, dolorosos, largos, invasivos,
etc. Aunado a esto, estas infecciones pueden llegar a otros 6rganos vitales
provocando afecciones cada vez mayores que pueden llegar a provocar la

muerte (Machuca et al., 2000).

Por lo cual, es necesario la busqueda de tratamientos preventivos para evitar
la formacién de estos problemas. Sabemos que México es el segundo pais a
nivel mundial con mayor diversidad de plantas con propiedades medicinales,
muchas de las aplicaciones de estas son para evitar la proliferacion de
infecciones provocadas por bacterias. El arbol medicinal Bursera simaruba,
cumple con una larga historia de referencias de uso tradicional sobre diversos
padecimientos, lo que lo hace un excelente candidato y posible productor de
estas tan buscadas alternativas, por ello se eligi6 una parte abundante y
expuesta como lo es la corteza, con la cual se realizaran los ensayos y analisis
necesarios, para identificar posibles compuestos con actividad biolégicamente
activa sobre las bacterias patdégenas de la cavidad oral: Streptococcus mutans,

Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.

Por ultimo, este es un arbol prolifico a lo largo del pais y de considerables
proporciones, puede estar al alcance de personas con recursos limitados, siendo
el factor econdmico uno de los principales puntos a favor de esta investigacion. De
igual manera el renombre que tiene por si mismo, lo hace ser confiable para las

personas que lo necesiten utilizar.
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4. OBJETIVOS.

4.1. General.

e Determinar la actividad sobre el crecimiento de bacterias patdbgenas de
la cavidad oral del extracto metandlico de la corteza de Bursera
simaruba, recolectada en la estacion de Biologia Chamela (EBCh) del

Estado de Jalisco.
4.2. Particulares.

a) Preparar el extracto metandlico a partir de la corteza triturada de Bursera

simaruba.

b) Determinar el efecto inhibitorio del mismo sobre el crecimiento de bacterias
de la cavidad oral: S. mutans, S. oralis y S. sanguinis utilizando la prueba

de difusion en agar.

c) Realizar el fraccionamiento primario del extracto activo, empleando

métodos cromatograficos y procesos de particion.

d) Evaluar cuantitativamente el efecto de fraccion activo obtenido en el
proceso de particion, sobre el crecimiento de las bacterias: S. mutans, S.
oralis y S. sanguinis utilizando el método de microdilucion en placa de 96

pOZos.

e) Determinar el efecto del compuesto mayoritario presente en el extracto
sobre el desarrollo de la biocapa monoespecie formada por Streptococcus

mutans.

f) Identificar los compuestos quimicos mayoritarios presentes en las

fracciones obtenidas.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

5.1. Recoleccion de la muestra vegetal.

La corteza del arbol Bursera simaruba se recolecto en la estacion de Biologia
Chamela (EBCh), dependencia del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México localizada en el estado de Jalisco, la cual fue
autentificada por la biéloga Irma Acosta del Instituto de Ecologia. Una muestra
de referencia se conserva en el laboratorio 111 del Conjunto E, del
departamento de Farmacia en la Facultad de Quimica, UNAM, Ciudad

Universitaria.
5.2. Métodos generales de anélisis.

5.2.1. Anédlisis cromatogréficos.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de
aluminio cubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, tamafio de particula 0.063-
0.200 mm) utilizando como sistema de elucion 8:1:1 (Hex:CH2Cl2:AcOEt). Se
observaron bajo luz UV a A=254 nm, 302 nm y 365 nm. Posteriormente se

revelaron con anisaldehido sulfurico y vainillina sulfurica.
Se utilizo cromatografia en columna abierta (CCA) de vidrio sobre gel de silice.

5.2.2. Determinacién de las constantes espectrométricas y

espectroscoépicas.

Los analisis espectroscopicos se realizaron en la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) en el edificio B de la Facultad de
Quimica, UNAM. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear 'H y '3C se
obtuvieron de un equipo Varian, a una radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz
respectivamente. Las muestras se disolvieron con piridina-ds y CHCIs. Los
desplazamientos quimicos se expresan en el parametro & (ppm) y estan referidos
al TMS.
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Los espectros de masas se generaron en un equipo DFS (High Resolution

Magnetic Sector MS) por impacto electronico (IE) a 70 eV.
5.3. Preparacion de la muestra.

Se molieron en una trituradora de 1er y 2do nivel durante 4 horas, 1774.4 g de
corteza cruda de Bursera simaruba, quedando totalmente molida en finas
trizas, este equipo se encuentra en el laboratorio de beneficio de minerales
perteneciente a la carrera de Ingenieria Quimico Metalurgico de la Facultad de

Quimica, la cual esta bajo el cargo del Ingeniero Huerta.

5.3.2. Obtencién del extracto metandlico.

Los 1774.4 g de corteza molida se introdujeron en un garrafén de vidrio de 20
litros al cual se le afadieron 4 litros de metanol durante una semana, siendo
esta la primer maceracion, el metanol de esta mezcla se filtro un embudo
Buchner al vacio, este se concentro en un rotavapor al vacio a 60 °C, a 60 rpm,
el extracto obtenido se concentro en metanol. El proceso de maceracion se repitio
por duplicado, teniendo un rendimiento final de 15.2674 g de extracto crudo de la

corteza.
5.4. Pruebas microbioldgicas.

5.4.1. Estandarizacion del método.

Se estandarizaron las células de las cepas de Streptococcus a una cuenta
microbiana de 1x10% UFC/mL, para realizar la evaluacion de los compuestos y
la prueba de difusién en agar. Se inocularon 100 [IL del cultivo conservado en
glicerol en 5 mL de caldo BHI, se incubaron a 37 °C durante 18 horas, se
tomaron 100 [JL de este cultivo y se inocularon nuevamente en 5 mL de caldo

BHI, el cual se incubo a 37 °C durante 4 horas.
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5.4.2. Evaluacion del extracto metanélico de la corteza de Bursera

simaruba mediante la prueba de difusion en agar.

La prueba de difusion en agar se realiz6 con el objetivo de evaluar la

capacidad antimicrobiana del extracto metandlico de Bursera simaruba sobre

el crecimiento de las bacterias: S. mutans, S. oralis y S. sanguinis.

En este método se observa la inhibicién del crecimiento de microorganismos

por el extracto y sustancias de prueba. El ensayo se realizé siguiendo la

metodologia descrita por Rodriguez (2011).

a)

Reactivacién de la cepa: Se tomaron 100 pL del cultivo conservado en
glicerol de cada cepa de Streptococcus a evaluar (S. mutans, S. oralis y
S. sanguinis), se agregaron a viales con 5 mL de medio de cultivo BHI
(Infusion cerebro-corazoén), los cuales se incubaron a 37 °C durante 17
horas. Se tomaron 100 pyL de este nuevo cultivo y se inocularon en 5 mL
de medio BHI, se incubaron nuevamente a 37 °C durante 4 horas.
Posteriormente, se realizaron las diluciones necesarias para obtener
una densidad optica (D.O.) de 0.01 y de esta manera alcanzar una
concentracion bacteriana de 1x10% UFC/mL de las bacterias a utilizar

durante el ensayo.

Preparacion de la muestra a evaluar: La muestra a evaluar fue el
extracto metandlico de la corteza de Bursera simaruba. Dada la
naturaleza quimica de la muestra a valorar, se solubilizaron de acuerdo
a la metodologia empleada por Hernandez (2012), agregando 5 mL de
agua destilada y 0.86 mL de Tween® 80, sonicando a temperatura

ambiente.

Preparacion de la placa con medio BHI: Se preparé medio de cultivo
BHI (segun las instrucciones del fabricante) adicionandole 1.7% de agar
comercial Bacto® para solidificar el medio. La mezcla homogénea se

esterilizé6 a 121 °C y 1 atm durante 15 minutos. Posteriormente, se dejo
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enfriar a 40 °C para distribuir en cajas Petri de vidrio, colocando 10 mL
en cada una y dejando enfriar a temperatura ambiente hasta solidificar.
Para comprobar la esterilidad del medio, las cajas se incubaron a 30 °C
durante 24 horas.

d) Preparacion de sobrecapa de medio BHI: Se prepar6 medio BHI
(segun las instrucciones del fabricante) adicionandole 0.8% de agar
comercial Bacto® para solidificar el medio. La mezcla homogénea se
distribuyd en proporciones de 7 mL a tubos con tapén. Finalmente, los

tubos se esterilizaron a 121 °C y 1 atm durante 15 minutos.

e) Colocacién de las muestras en los pozos: En la placa de agar BHI se
colocaron las torres de cristal estériles y en los pozos formados, se
agrego para el control negativo (agua y Tween® 80), control positivo
(clorhexidina al 0.12%), y el extracto a concentraciones de 1000, 1500 y
2000 ug/mL. De las cepas ajustadas a 1x10% UFC/mL se tomaron 40 uL
de la cepa de S. mutans, S. oralis y S. sanguinis para inocularse en la
sobrecapa fundida. EI medio inoculado se vertié sobre la placa con las
torres de cristal previamente colocadas. Se dej6 solidificar el medio a
temperatura ambiente, se retiraron las torres de cristal quedando
pequefios pozos sobre el agar. En los pozos se agregaron 80 uL de
compuesto a diferentes concentraciones y los controles positivo y
negativo. Los resultados obtenidos se miden en mm de acurdo al
tamafo del halo de inhibicién siendo considerada positiva la que forme

un halo en el que ya no aparezca crecimiento de la bacteria a tratar.

5.4.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Se realizo el primer ensayo biologico utilizando el extracto crudo metandlico,
mediante la tecnica de microdilucibn en placa de 96 pozos, sobre el
crecimiento de las bacterias: Streptococcus mutans, S. oralis y S. sanguinis,
siguiendo las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute). Se tomaron 16 mg del extracto metandlico crudo, los cuales se
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diluyeron en 900 uL de agua destilada mas 100 yL de DMSO, para realizar el

ensayo se siguieron los siguientes pasos:

a) Se llenaron todos los pozos de la placa con 100 pL de caldo BHI (con
ayuda de una pipeta multicanal).

b) En la primer fila de pozos se colocaron 100 yL del extracto metandlico
crudo, teniendo ahora un total de 200 pL (100 pL de caldo BHI mas 100
WL del extracto metandlico).

c) Con la pipeta multicanal, desde el primer pozo se mezcld
cuidadosamente con el émbolo, se tomaron 100 pL, los cuales se
pasaron a la segunda fila de pozos, y asi consecutivamente hasta la fila
10 con el objetivo de ir disminuyendo la concentracion inicial de nuestro
extracto metanadlico.

d) Posteriormente la fila del control negativo se colocaron 100 yL de caldo
BHI (Aqui se tenian en total 200 pL de caldo BHI)

e) A continuacién en la siguiente fila se afiadieron 80 yL DE CHXx (control
positivo).

f) Se agregaron 80 pL de caldo BHI en los pozos de las primeras 10 filas.

g) Se anadieron 20 pL de la bacteria correspondiente (Streptococcus
mutans, S. oralis y S. sanguinis respectivamente) en todas las filas,
exceptuando la fila del BHI (control negativo).

h) En todos los pozos al final se tuvieron 200 pL.

i) Después las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C en una
incubadora VWR Shympony, para favorecer el crecimiento de las
bacterias antes mencionadas.

j) Para finalizar se observo por densidad optica el crecimiento de las
bacterias en los diferentes pozos con las diferentes concentraciones, se

observa menor turbidez en los pozos en los que hay mayor MIC.

5.4.4. Inhibicién de la formacion de biocapa por Streptococcus mutans.

El ensayo se realizd en una placa de 96 pozos, siguiendo la técnica de

cuantificacién de cristal violeta propuesta por Hwang y Rukayadi (2006).
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Se agregaron 100 uL de caldo BHI en cada pozo.

Después se anadieron 100 uL del extracto metandlico crudo.

Se realizaron las respectivas microdiluciones seriadas exceptuando el

pozo control negativo (BHI) y el pozo control positivo (Digluconato de

clorhexidina).

d) En cada pozo se agregaron 80 uL de caldo BHI.

e) Se afiadieron en cada pozo exceptuando el control negativo, 20 uL de la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans (1x10% UFC/mL).

f) Se incubo a 37 °C por 72 horas.

g) Transcurrido el tiempo se lavaron los pozos con agua desionizada para
eliminar a las bacterias que no lograron adherirse, esto se realizd por
triplicado.

h) Se agregaron 100 uL de etanol (96%) en cada pozo, esta se dejé secar
por 20 minutos y posteriormente se tird.

i) Se afadieron 200 uyL de cristal violeta (0.4%) para teiir a las bacterias
que lograron adherirse, se dejo incubar a temperatura ambiente por 45
min.

j) La placa se lavé con agua desionizada y se agregaron 200 uL de etanol
al 96%, se dejo reposar por 45 min a temperatura ambiente.

k) Se transfirieron 100 yL a otra placa con el fin de quitar el excedente.

I) Se observaron los resultados a una absorbancia de 565 nm, en donde

hay menor formaciéon de Biofilm se ve menos morado.
5.5. Estudio quimico.

5.5.1. Separacién de soélidos inorganicos.

Los 15.2674 g de extracto metandlico crudo obtenidos, se concentraron con
metanol en el rotaevaporador al vacio a 60 °C, a 60 rpm, se form6 un polvo
blanco, el cual aun mostraba partes amarillas y verdes (posiblemente pigmentos),
por lo que se procedié a hacer un filtrado utilizando un embudo Blchner al vacio,
el polvo blanco que quedd en el papel filtro se lavé con metanol frio. Este

quedo totalmente blanco teniendo un rendimiento de 1.7003 g.
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5.5.2. Fraccionamiento primario por CCA.

El metanol frio obtenido, se concentro en el rotaevaporador al vacio a 60 °C, a
60 rpm, quedando un extracto de color café el cual fue resuspendido con metanol,

y se tuvo un rendimiento de 9.1854 g.

Posteriormente a estos 9.1854 g de extracto limpio se le agregaron 20 mL de
metanol, mas 10 mL de dicloro y 15 mL de una mezcla de dicloro/acetona, se
agrego silica, formandose una textura de granulos muy finos, se colocaron en la
campana para evaporar el disolvente presente, el polvo fino que quedo se midid
en una probeta teniendo un volumen de 24 mL de silica con el extracto (la silica se

torno de un color café).

Se monto una columna abierta de vidrio sobre gel de silice en la cual se realiz6

una serie de fraccionamientos primarios por particién con disolventes.

Se le agregd 1 L de una mezcla de disolventes en una proporcién de 8:1:1
(Hex:CH2Cl2:AcOEt), el cual se dejo correr por toda la columna, se empezaron
a recolectar fracciones de 250 mL. A partir de la fraccién 19 se empez6 a
incrementar el gradiente de polaridad al agregar a la mezcla de 8:1:1 mas 10
mL de MeOH, la cual se fue incrementando cada 5-15 fracciones dependiendo
de las similitudes cromatograficas que presentaban, hasta tener una mezcla de
disolventes de 8:1:1 (Hex:CH2Cl2:AcOEt) mas 90 mL de MeOH. En el Cuadro
6 se resume el fraccionamiento primario del extracto metandlico de la corteza
del arbol Bursera simaruba en el que se obtuvieron 81 fracciones. En la Figura

10 se muestra la columna de vidrio abierta sobre gel de silice utilizada.
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Cuadro 6. Fraccionamiento primario, utilizando cromatografia de columna abierta del

extracto metanodlico de la corteza de Bursera simaruba.

FRACCION(ES) DISOLVENTE(S) PROPORCION
1-10 Hex:CH2Cl2:AcOEt 8:1:1
19-23 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.1
24-27 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.2
28-34 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.3
35-40 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.4
41-48 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.5
49-62 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.6
63-69 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:..7
70-76 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.8
77-81 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH 8:1:1:.9

Figura 10. Columna abierta sobre gel de silice.
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En el Diagrama 1 se ejemplifica todo el proceso que se realizd desde la corteza

cruda antes de la molienda, hasta la evaluacion de la actividad biologica.

Diagrama 1. Desarrollo experimental desde la corteza cruda hasta las pruebas

microbidlogicas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

En el presente proyecto de investigacion se realizo el estudio quimico y biolégico
de la corteza del arbol Bursera simaruba recolectado en la estacion de Biologia
Chamela (EBCh), dependencia del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México localizada en el estado de Jalisco, sobre el
crecimiento de las bacterias patdbgenas Streptococcus mutans, Streptococcus

oralis y Streptococcus sanguinis.

Las plantas se han empleado desde tiempos ancestrales con fines medicinales
para el tratamiento de diferentes enfermedades humanas, incluidas las de
naturaleza infecciosa. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, los
humanos dependieron de ellas para el tratamiento de sus enfermedades (Castro,
20006).

En este trabajo se demuestra que el uso empirico de las plantas en medicina
tradicional sigue siendo un buen punto de partida para la seleccion y el estudio de
las propiedades farmacolégicas de sus extractos. Por otra parte, la ausencia de
estudios cientificos anteriores sobre la actividad antimicrobiana de esta especie
justifica la investigacion realizada. Palo mulato (Bursera simaruba) ha demostrado
a lo largo de la historia gran cantidad de usos terapéuticos; Nicolas Monardes, en
el siglo XVI, relata en su obra Herbolaria de Indias que se emplea para el
reumatismo, artritis, tullimiento de las articulaciones, rigidez, dolor; para
numerosas enfermedades de la piel, tales como la aparicion de llagas purulentas,
lepra, erupciones acuosas, asi como cualquier acumulacién de liquido o agua en
el organismo. En el siglo XX, Maximino Martinez la refiere para abscesos, como
antierotalica, antidisentérica, para enfermedades venéreas, hemorragias del

estébmago, gastroenteritis e hidropesia (Cowan, 1983).

De igual manera se utiliza de diferentes formas para bajar la fiebre o calentura. La
coccion de la corteza se toma como agua de uso contra disenteria, dolor de

estbmago, tos ferina o para acelerar la evolucion del sarampién (Campos, 2006).
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También se emplean en casos de calor en el estbmago, diarrea, dolor de muelas,
infeccidn intestinal, padecimientos hepaticos, pujos, tos, males venéreos, granos,
salpullido, calor de la vejiga, mal de orin, bafos para después del parto, bajar de
peso, eliminar coloradillas y garrapatas, contra hidropesia y veneno de viboras
(Martinez, 1994; Argueta et al., 1994 y Campos, 2006). Un de los principales usos
de la corteza es como compresa sobre heridas y no se encontraron reportes en la
literatura sobre el efecto de esta planta sobre el crecimiento de S. mutans, S.

oralis y S. sanguinis.
6.1. Obtencién del extracto.

Para realizar el estudio se recolectd la corteza del arbol Bursera simaruba, una
vez limpia y molida se obtuvieron 1774.4 g de corteza, los cuales fueron
macerados a temperatura ambiente con MeOH por dos semanas, de este

proceso se obtuvo un rendimiento de 15.2674 g de extracto crudo.
6.2. Evaluacion del extracto crudo.

Se tomo una muestra del extracto crudo y seguido de esto se realizd la siguiente
prueba microbioldégica para evaluar la CMI de el extracto metandlico crudo de

Bursera simaruba.

Las bacterias empleadas en el estudio pertenecen al género Streptococcus
viridans que representan a un grupo de 24 especies descritas, son cocos Gram
positivos que se disponen en parejas o cadenas. La mayoria de las especies son

aerobios/anaerobios facultativos y otras anaerobias estrictas (Arnaiz et al., 2014).

Estos cocos Gram positivos son comensales de la cavidad oral, tracto respiratorio
superior, tracto gastrointestinal y genitourinario. Son consideradas como
cariogénicas primarias, ya que forman la placa dental por adhesion a la superficie
dental mediante la sintesis de polisacaridos extracelulares (Hernandez, 1998).

Se realizd la evaluaciéon bioldégica haciendo microdiluciones sucesivas, utilizando
una placa de 96 pozos. La técnica de microdilucion en placa se considera un
método rapido y efectivo para analizar varias muestras simultaneamente,

obtebiendo las CMIs para las especies bacterianas estudiadas de acuerdo a Reller
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y Weinstein (2009). En el Cuadro 7 se encuentran los CMIs obtenidas para este

ensayo a partir del extracto crudo de la corteza de Bursera simaruba.

Cuadro 7. Efecto de inhibitorio del extracto crudo sobre el crecimiento de las bacterias

del grupo viridans.

FRACCION CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)
S. mutans S. oralis S. sanguinis
Extracto crudo 4.0 2.0 2.0
Digluconato de 0.032 0.016 0.016
clorhexidina

Las CMIs obtenidas se consideran altas y su efecto inhibitorio bajo de acuerdo a
los limites reportados en la literatura por Rios y et al., (1988). En esta fuente
bibliografica se considera que un extracto vegetal es activo cuando su CMI es
menor a 1.0 mgML utilizando el método de microdilucion en placa, pero
tratandose de extractos vegetales crudos, se ha observado que con valores de
CMI entre 25 y 8.0 mgmL se ha logrado el aislamiento de compuestos
antimicrobianos con buena actividad (Navarro y Delgado, 1999). Bajo este criterio
se considerd que el extracto metandlico era activo con CMIs en un rango de 4.0 y

2.0 mg/ML para el panel de bacterias utilizado.
6.3. Fraccionamiento primario por CCA.

Los resultados obtenidos de los ensayos preliminares permitieron seleccionar
al extracto del palo mulato para realizar su estudio quimico. El fraccionamiento
primario utilizando una columna abierta, gel de silice como adsorbente y como
fase movil 8:1:1 (Hex:CH2Cl2:AcOEt), incrementando la polaridad afadiendo
MeOH hasta un a proporcion de 8:1:1:.9 (Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH). Este
proceso permitié la obtencion de 81 fracciones de 250 mL, las cuales se
agruparon con base en su similitud cromatogréfica, resultando en total de 7
fracciones combinadas (en el Cuadro 8 se resume el fraccionamiento

primario). En las fracciones 35-69 y 70-81 precipitaron en forma espontanea
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polvos de color blanco, estos se recristalizaron, en la fraccion 35-69 se
encontré mayoritariamente la mezcla de ay B-amirinas (1 y 2). La fraccién 70-
81 se suspendid en diclorometano y se separ6 el acido ursoélico (3) que era

insoluble del epi-lupeol (4) que se concentrd en las aguas madres.

Cuadro 8. Resultados del fraccionamiento primario del extracto metandlico de la

corteza del arbol Bursera simaruba.

Fraccion agrupada Disolvente/Proporcion Observaciones/Peso
1-9 Hex:CH2Cl2:AcOEt/8:1:1 mL Cristales blancos/0.0605 g
10-16 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.1 mL Cristales blancos/0.0538 g
17-23 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.1 mL Cristales blancos/0.0846 g
24-27 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.2 mL Cristales blancos/0.1012 g
28-34 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.3 mL Cristales blancos/0.0981 g
35-69 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.8 mL | Polvo blanco/0.3846 g
70-81 Hex:CH2Cl2:AcOEt:MeOH/8:1:1:.9 mL | Polvo blanco/1.2177 g

6.4. Identificacion de los compuestos aislados a partir de las fracciones 35-
69y 70-81.

La identificacion de los compuestos aislados se realizo mediante la
comparacion de sus espectros de RMN ('H y 3C) y sus espectros de masas.
Este proceso permitié la identificacion de los triterpenoides a y B-amirinas (1 y
2), acido ursoélico (3) y epi-lupeol (4). Por otra parte, se realizé un analisis por
CCF, utilizando como sistema de elucién 8:1:1 (Hex:CH2Cl2:AcOEt) y como
agente cromogeno vainillina sulfurica. Este proceso permiti6 confirmar la
presencia de los triterpenoides a y B-amirinas (1 y 2), acido ursolico (3) y epi-
lupeol (4). En la Figura 11 se ilustra la CCF para las fracciones 35-69 (A) y 70-81

(B) con los estandades auténticos de 1-4.
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Figura 11. Cromatoplaca comparativa utilizando los estandares de ay B-amirinas (1y 2)

acido ursolico (3) y epi-lupeol (4) comparadas con las fracciones 35-69 (A) y 70-81 (B).

6.5. Actividades descritas para los triterpenoides separados.

Los triterpendides pentaciclicos a-amirina (1) y B-amirina (2) son una mezcla de
isbmeros, los cuales se encuentran frecuentemente en plantas medicinales, las
propiedades descritas a estos compuestos permiten explicar de manera parcial el
uso de estas especies medicinales (Hernandez et al., 2012). En estudios previos
a estos compuestos se les han determinado efectos antinociceptivos y
antiinflamatorios, principalmente a través de la regulacibn de mediadores
proinflamatorios, la reduccién de la degranulacién de mastocitos y transmigracion
de células inflamatorias (Medeiros et al., 2007, Oliveira et al., 2004 y Oliveira et al.,
2005). Otros estudios han descrito que las propiedades farmacologicas de las a 'y
B-amirinas son debidas a su capacidad para interactuar con el sistema
cannabinoide (Chicca et al., 2012 y Da Silva et al., 2011). Por otra parte, estos
terpenos han mostrado actividades farmacolégicas in vitro e in vivo contra
bacterias, hongos, virus y cancer (Diaz-Ruiz et al., 2012). Es importante destacar
que en la literatura existen abundantes ejemplos de plantas medicinales que
contienen amirinas, por ejemplo Strobilanthes callosus, que es reconocida por sus
propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas (Singh et al., 2002). De igual
manera sobre la modulacién de la inflamacion periodontal aguda mediante la
reduccion de la infiltracion de neutrdfilos, el estrés oxidativo y la produccién de

citoquinas proinflamatorias TNF-a que sugiere que podrian ser Uutiles como
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agentes terapéuticos para el tratamiento de la gingivitis y periodontitis (Pinto et al.,
2008).

Figura 12. Estructura quimica de a-amirina (1) (3-a—hidroxi-urs-12-eno) y B-amirina (2)
4(3-B-hidroxi-urs-12-eno) (Duarte et al., 2014).

El acido ursolico (3) también conocido como urson, prunol, micromerol y malol
(acido (3R)-3-hidroxi-urs-12-en-28-oico) es un triterpenoide pentaciclico que puede
encontrarse en la naturaleza en forma de aglicona o de acido libre, ha sido aislado
de numerosas especies con diversos origenes filogenéticos formando parte
fundamentalmente de la cera que recubre frutos y hojas (Muhammed y Nujoma,
1999). Entre las familias en las que ha sido reportada su presencia esta la familia

Solanaceae (Watson y Dallwitz, 1996).

Este y sus derivados han demostrado tener una variada actividad antimicrobiana,
tales como la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus,
microorganismos Gram negativos y Microsporium lenosum (Zaletova et al., 1986).
Fue identificado como uno de los componentes activos del Romero para inhibir el
crecimiento de algunas bacterias y levaduras asociadas con los alimentos (Collins
y Charles, 1987). Se ha comprobado su potencial como anticancerigeno,
antiinflamatorio, antiviral, ademas, ha sido empleado como agente emulsionante

en preparados farmacéuticos, cosméticos y alimentos (Wang et al., 1992).
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Figura 13. Estructura quimica del acido ursélico (3) (Liu, 2005).

Por otra parte, el triterpenoide epi-lupeol (4) posee actividades antimicrobianas,
antineoplasicas y antiinflamatoeias (Manzano et al., 2012; ). Se ha documentado
su presencia en el extracto metanodlico del tallo de Bursera graveolens, que
demostré una notable actividad inhibitoria contra en células humanas de
fibrosarcoma HT1080 (Tsutomu et al., 2005).

Figura 14. Estructura quimica del epi-lupeol (4) (Itoh et al., 1982).

6.6. Determinacion del efecto del extracto crudo sobre el crecimiento de

bacterias patdgenas de la cavidad oral, prueba de difusion en agar.

El método utilizado en primer lugar fue el de difusion en agar, posteriormente se
cuantificd la concentracion minima inhibitoria utilizando el método de microdilucion
en placa de 96 pozos y el método de cristal violeta para evaluar el efecto

inhibitorio de la formacion de biocapa por Streptococcus mutans.

Los resultados obtenidos del ensayo de difusion en placas de agar permitieron

determinar que el extracto metandlico de la corteza de palo mulato, inhibia el
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crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis a una
concentracion de 2.0 mg/mL con halos de inhibicién en un rango de 0.5 a 2.5 mm.
Los halos de inhibicién obtenidos del extracto (2.0 mg/mL) fueron comparables a
los determinados para el control positivo de digluconato de clorhexidina (0.12%).

En el Cuadro 9 se indican los diametros obtenidos para cada bacteria.

Cuadro 9: Resultados obtenidos para cada bacteria probada, de acuerdo a sus halos de

inhibicibn en mm.

BACTERIA/MUESTRA HALO DE INHIBICION (mm)
S. mutans 0.5 mm
S. oralis 2.5 mm
S. sanguinis 1.0 mm
Digluconato de clorhexidina 2 mm

El digluconato de clorhexidina presenta una menor CMI. Este compuesto es un
agente antimicrobiano topico que se utiliza en los enjuagues bucales
recomendados para el tratamiento de la gingivitis y de la enfermedad periodontal
(Ercan et al., 2004). El espectro antibacteriano de la clorhexidina es amplio y tiene
actividad sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas, virus como el VIH y
hongos. Su mecanismo de accién es desestabilizar y penetrar las membranas de
las células bacterianas, precipita el citoplasma vy interfiere con la funcién de la
membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una disminucion

de los niveles de ATP y la muerte celular (Polanco et al., 2011).

Se sabe que los enjuagues orales de clorhexidina pueden ocasionar decoloraciéon
de los dientes y tincion del dorso de la lengua, de los empastes, o de otros
integrantes de la boca. La coloracion puede observarse a partir de la primera
semana del tratamiento, después de seis meses de tratamiento regular con
clorhexidina, aproximadamente el 50% de los pacientes muestran una apreciable
coloracion de la superficie de los dientes, siendo esta mas pronunciadas en los

pacientes con mayor cantidad de placa, de igual manera los pacientes pueden
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experimentar alteraciones del gusto, parotiditis (inflamaciéon de las glandulas
salivares con obstruccion del conducto parétido) sobre todo en nifios de diez a
dieciocho afnos tratados con este, se han descrito casos de irritacion de la lengua
(Vademécum, 2003 y Zamany et al., 2003).

Debido a estos efectos adversos la busqueda de compuestos naturales activos es
necesario, para sustituir el uso de enjuagues hechos a base de digluconato de
clorhexidina, el extracto metandlico de palo mulato presenta halos de inhibicidn

para las bacterias de prueba, por lo que podria llegar a ser utilizado para dicho fin.

6.7. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las

fracciones obtenidas.

Se evaluardn todas las fracciones obtenidas en el fraccionamiento primario por
CCA, las fracciones agrupadas 1-9, 10-16, 17-23 y 24-27 presentaron un CMI
mayor a 2.0 mg/mL aunado a que tenian muy bajo rendimiento, por lo cual no se
siguié con su investigacion. Se seleccionaron las fracciones 35-69 y 70-81 ya que
poseen la presencia de triterpenoides a y B-amirina (1 y 2), acido ursolico (3) y epi-
lupeol (4). Se realizd el ensayo biolégico haciendo microdiluciones sucesivas,
utilizando una placa de 96 pozos para cuantificar la CMI, utilizando las bacterias
Streptococcus mutans, Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis

obteniendo los resultados contenidos en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Efecto inhibitorio de las fracciones 35-69 y 70-81 de la CCA primaria, sobre

el crecimiento de las bacterias: S. mutans, S. oralis y S. sanguinis.

FRACCION CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)
S. mutans S. oralis S. sanguinis
35-69 2.0 2.0 2.0
70-81 2.0 2.0 2.0
Pl LEOTETD el 0.032 0.016 0.016
clorhexidina

Es importante mencionar que los CMIs son mayores a los obtenidos para el

control positivo (CHx) vy para los reportados en la literatura tratandose de
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extractos vegetales, se ha observado que con valores de CMI entre 2.5 y 8.0
mg/mL se han provocado el aislamiento de compuestos antimicrobianos fuertes

(Navarro y Delgado, 1999). Por consiguiente se encuentran dentro del rango para

ser considerados extractos vegetales activos.

Por otra parte, Diaz-Ruiz y colaboradores (2012) reportan la actividad de a y B-
amirinas sobre el crecimiento de las bacterias S. salivarius, S. Sanguinis, S. oralis
y S. mutans, en este ensayo los triterpenos y sus esteres sintetizados fueron
aislados del copal y la corteza del nanche, en los que la actividad bioldgica estaba
relacionada con la concentracion de los tres terpenos utilizados para los
experimentos. En general, a-amirina fenilacetato fue el mas activo, especialmente
en concentraciones mas altas, excepto contra S. sanguinis, para lo cual a-amirina
es ligeramente mas activa en todas las concentraciones probadas. Para S. oralis,
la actividad de inhibicién de a-amirina fenilacetato fue excepcional en todas las
concentraciones, mostrando un maximo de crecimiento del 3% en la concentracion
mas baja (10 pg/mL). El alto efecto bacteriostatico mostrado por a-amirina
fenilacetato contra los microorganismos responsables de la caries dental en una
concentracion inicial de bacterias de 1x10% UFC/mL indico su actividad en una
concentracion de bacterias inferior (1x10% UFC/mL) con las mismas

concentraciones de fenilacetato como antes, esto se muestra en el Cuadro 10.

Cuadro 11. Efecto de Triterpenos en el porcentaje de viabilidad sobre las bacterias

estudiadas (Diaz-Ruiz et al, 2012).

Compuesto S. salivarius S. sanguinis S. oralis
a-amirina 68-56% 56-20% 95-47%
B-amirina 68-57% 90-63% 100-46%

a-amirina fenilacetato 86-12% 83-48% 3-1%

En cuanto a S. mutans la viabilidad celular fue similar para todas las
concentraciones (alrededor del 60%), con excepcion de las 1.0 uyg/mL, donde la
viabilidad fue del 33%, lo cual se muestra en el Cuadro 11, indicando la capacidad

de los terpenoides sobre S. mutans
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Cuadro 11. Porcentaje de viabilidad de Streptococcus mutans después de 24 h de
exposicion a los 3 terpenos mencionados, en una concentracidén celular inicial ajustada a
108 UFC/mL (Diaz-Ruiz et al, 2012).

Concentracion de terpenos (ug/mL)

Compuesto 10 53.33 100 533.33 1000
a-amirina 62 46 25 25 16
B-amirina 72 61 58 46 37

a-amirina fenilacetato 19 16 12 12 9

6.8. Ensayo de inhibicion de formacion de biofilm por Streptococcus

mutans.

Streptococcus mutans forma parte de la placa bacteriana y es capaz de producir
acido lactico y propionico, los que actuan desmineralizando y desestructurando la
superficie externa del esmalte (Hernandez, 1998). De igual manera tiene la
capacidad de producir mutano, su insolubilidad en agua, viscosidad y aspecto
fibrilar, lo involucra en los fendmenos de adherencia, agregacién y acumulacién
bacteriana en la placa dental, dandole el poder cariogénico a este (Duque et al.,
2006). La formacion de biofilms bacterianos es decisiva para la aparicion de

enfermedades de la cavidad oral como lo son las caries (Nishimura et al., 2012).

Para realizar el estudio se emple6 a S. mutans debido a lo ya mencionado, siendo
la bacteria con mayor capacidad para formar biofilms del género Streptococcus
(Jaykus et al., 2009). Ademas, esta bacteria tiene como caracteristica principal la
produccion de exopolisacaridos que contribuyen a la adherencia y a la evasiéon de

la respuesta inmune (Abranches et al., 2009).

En este estudio, se evalu6 el efecto sobre la formacién del biofilm del acido
ursolico (3). En primer lugar se procedié a estandarizar el ensayo, lo cual
consistié en evaluar que medio de cultivo era mas conveniente para inducir la
formacion del biofilm por S. mutans. Este proceso se realizé ya que en la literatura,

existe cierta controversia, ya que algunos autores proponen el empleo de MEM
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(Medio Esencial Minimo) que es un medio utilizado para el cultivo de células y
otros sugieren el empleo de BHI (Infusion Cerebro Corazén). Los resultados
obtenidos en esta etapa del estudio indican que existe una diferencia en la
formacion del biofilm utilizando los medios de cultivo antes mencionados, debido a
que el S. mutans no formé biofilm cuanto se utilizé el medio D-MEM. Las
densidades o6pticas obtenidas fueron de 0.010 a las 24 horas. Por otra parte,
cuando se utiliz6 el medio de cultivo BHI se obtuvdé una buena formacién del
biofilm com lecturas de D.O. de 0.530 a las 24 horas. Por ultimo, se evaluo el
tiempo 6ptimo en la expresion de biofilms a tres tiempos de incubacién (6, 12y 24
h). El tiempo idéneo para la formaciéon de biofiims fué a las 24 horas con el medio
BHI.

El ensayo de inhibicion de formacion del biofilm se realizé por duplicado en dos
ensayos independientes, para el tratamiento estadistico se decidi6 eliminar el valor
mas alto y el mas bajo con el propésito de dar mayor consistencia a los resultados.
Para definir el porcentaje de inhibicion de la formacion del biofilm, se considero
como un 100% (formacion de biofilm) la lectura en D.O. mostrada por el control sin
tratamiento. Los resultados obtenidos indicaron que el acido ursélico (3) a una

concentracion de 2 mg/mL inhibié en un 49% la formacion del biofilm.

En la literatura esta reportada la actividad antibacteriana del acido ursélico (3)
contra Staphylococcus aureus (CMI= 8.0 pg/mL) y Enterococcus faecalis (CMI=
4.0 pg/mL), pero es inactivo contra cepas resistentes a antibiéticos como S.
aureus resistente a meticilina y Enterococcus sp. resistente a vancomicina (Fontay
et al., 2008). En otro estudio se encontraron CMIs de 62.5, 47, 259 y 4 pg/mL
contra S. aureus, E. faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
respectivamente (Shai et al.,, 2008). Otra actividad relevante que se le ha
demostrado, es su efecto contra diversas cepas de M. tuberculosis. Se sabe que
la pureza de los compuestos tiene una relacion directamente proporcional
respecto a su actividad biolégica; sin embargo, para el caso de la actividad
antimicobacteriana in vitro del acido ursélico se ha encontrado que cuando tiene

gran pureza (98.6%) presenta una CMI superior a la que presenta con pureza de
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69.6%, los valores de CMI son >256 pg/mL y 65 pug/mL, respectivamente (Jaki et
al., 2008).

El principio de la formacién del biofilm se establece como parte de los procesos
que se pueden presentar en el mecanismo conocido como quérum sensing (QS).
Las bacterias mantienen una comunicacion permanente entre ellas, dentro de los
diferentes ambientes o microambientes donde permanecen y conviven. Los
mecanismos de comunicacion, le permiten reconocer cuando se alcanza el umbral
o nivel de presencia, para desarrollar nuevas funciones, especialmente un
comportamiento social, simbiético y de permanente reconocimiento, util para las
tareas que adquieren en el mecanismo de QS (Nowak et al., 2009). Esta
capacidad denominada deteccién de quérum sensing, la desarrollan a través de la
secrecion y deteccion de las moléculas utoinductoras que se acumulan en un
espacio dependiente de la densidad poblacional y del espacio de convivencia
(Moslehi-denabian et al., 2009). Cuando las concentraciones de la molécula
autoinductora o molécula senal, llegan a una determinada concentracion, se activa
un mecanismo de deteccion de quérum al cual responden las células, lo que
permite a las bacterias, modular sus comportamientos, incrementar la eficacia y
adecuacion para el medio ambiente logrando una serie de beneficios que
dependen de la presencia o ausencia de otras células o de ellas mismas (Williams
et al., 2009).

Las caracteristicas de esa comunidad en condiciones de QS, desarrollan el control
de deteccion de comunidad en la superficie, incluyendo la posibilidad de lograr la
fijacion a los sustratos, la produccion de polimeros extracelulares, la sintesis de
biosurfactante, la esporulacion, la competencia, la bioluminiscencia, la secrecion
de nutrientes, la sintesis de compuestos y la produccién de factores de virulencia
(Duan et al., 2009). Posiblemente el mecanismo de accién de estos triterpenoides
es rompiendo el proceso de sefalizaciéon de otras bacterias que convivan en el
mismo ambiente, lo cual puede ser explotado para interrumpir actividades

reguladas por quoérum sensing como la patogenicidad (Teplitski et al., 2000).
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7. CONCLUSION.

La investigacion realizada representa una contribucién al conocimiento de las
propiedades bilégicas de Bursera simaruba, un arbol de amplio uso en la medicina

tradicional mexicana.

Los resultados obtenidos en el ensayo de difusion en placas de agar, permitieron
determinar que el extracto metandlico de la corteza del palo mulato inhibe el
crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis a una

concentracion de 2.0 mg/mL con halos de inhibicién en un rango de 0.5 a 2.5 mm.

El estudio fitoquimico del extracto de la corteza del palo mulato permiti6 el
aislamiento de los de triterpenoides conocidos a y B-amirinas (1 y 2), acido
ursoélico (3) y epi-lupeol (4) y un precipitado inorganico que se encuentra en

proceso de caracterizacion.

Los triterpenoides a y B-amirinas (1 y 2), acido ursoélico (3) y el epi-lupeol (4)
presentaron un efecto débil sobre el crecimiento del panel de las bacterias

utilizado con CMIs de 2.0 mg/mL para cada una de ellas.

Por otro lado, el triterpenoide acido ursélico inhibi6é la formacién del biofilm por S.

mutans en un 49% a una concentracion de 2 mg/mL.
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8. PERSPECTIVAS.

4+ Preparar derivados de los compuestos obtenidos con la finalidad de mejorar
su actividad antibacteriana.

4+ Determinar las concentraciones minimas bactericidas (CMB) para el
extracto y los compuestos aislados.

+ Continuar el estudio fitoquimico de las fracciones primarias y realizar
fracciones secundarias, con la finalidad de aislar los compuestos que estén
presentes, y posteriormente determinar su actividad bioldgica.

% Seguir con el proceso de caracterizacion del compuesto inorganico

obtenido.
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