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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion describe los metabolitos secundarios con
propiedades antimicrobianas aislados de Prunus domestica, una de las veinte
especies vegetales mas comercializadas en todo el mundo y cuyo uso se ha
extendido al tratamiento de varios padecimientos infecciosos.

A partir de frutos deshidratados de Prunus domestica se preparé un extracto con
diclorometano que presento propiedades antimicrobianas. El estudio fitoquimico
biodirigido del extracto condujo a la obtencion de varias  fracciones
antimicrobianas designadas como F-Il, F-lll, F-VI. Estas fueron activas contra
Streptococcus mutans (ATCC 10449) and Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277). A partir de las mismas se aislaron y purificaron el acido ursolico, 5-
(hidroximetil)-2-furfural 'y el  (3E)-4-[(5-(hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona.
Mediante la experimentacién microbiol6gica adecuada se pudo determinar que el
acido ursdlico es capaz de inhibir la formacion de bioplaca a través de la
agregacion de S. mutans.

Los compuestos aislados no presentaron actividad fitotoxica en cuatro lineas
celulares de prueba con respecto a los controles positivos paclitaxel y

camptotecina.



ABSTRACT

The present work describes the antimicrobial effects of some secondary
metabolites from Prunus domestica. The fruit of the plant is edible and, therefore
widely commercialized around the world. Recently several articles have reported
the antibacterial activity of the fruit and its potential for the treatment of infectious
diseases.

Dehydrated fruits of Prunus domestica were extracted with dicloromethane. The
crude extract showed antimicrobial activity. The active extract was subjected to
bioassay guided fractionation to yield three very active fractions, namely F-II, F-IIl,
y F-VI against Streptococcus mutans (ATCC 10449) and Porphyromonas gingivalis
(ATCC 33277). Phytochemical analysis of this fraction led to the isolation and
characterization of ursolic acid, 5-(hydroxymethyl)-2-furfural and (3E)-4-[(5-
(hydroxymethyl)-2-furyl]-but-3-en-2-one. Ursolic acid inhibited the development of
Streptococcus mutans biofilms. This finding is remarkable because this oral
pathogen caused dental decay and periodontal diseases. Ursolic acid was not

cytotoxic against four different cell lines.



1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 y su
posterior introduccion al mercado en los afios 40°s, los antibiéticos han sido la
piedra angular contra las infecciones bacterianas. Sin embargo, el uso
inapropiado, como la prescripcibn empirica, el abastecimiento de antibioticos de
mala calidad o la interrupcion del tratamiento contra la infeccion han originado el
incremento de bacterias patdgenas resistentes a ellos como un mecanismo de
defensa y estrategia de supervivencia de las propias bacterias mediante el empleo
de su maquinaria genética y su adaptaciéon al medio ambiente. La resistencia a los
antibioticos constituye una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
sobre todo en aquellas personas de bajos recursos econdémicos (Gibbons et al.,
2004; Lohner, 2001). De manera adicional, algunos factores como la
superpoblacion y la facilidad para viajar a diferentes regiones del mundo favorecen

la propagacion de los agentes infecciosos (FUNCEI, 2004).

En gran parte de los paises del mundo, el uso de plantas medicinales ha
perdurado a través de los siglos y es parte de su cultura. El aprovechamiento de
los recursos vegetales se ha conformado con las mdltiples observaciones y
numerosas experiencias acumuladas por grupos étnicos y sociales que habitan en
cada pais, enmarcadas dentro de las condiciones y circunstancias que otorga el
ecosistema, el intercambio social, las enfermedades mas comunes de la region y
la disponibilidad practica del recurso. De esta manera, ciertas practicas médicas

han contribuido a la salud y bienestar de diferentes culturas (Koehn, 2005).



Ademas en muchos de estos paises los productos farmacéuticos modernos son
inaccesibles para un sector importante de la poblacién debido a sus altos costos.
Por lo tanto las plantas representan el recurso terapéutico mas importante para
esta poblacion (WHO-TRM, 1998).

El reconocimiento de los beneficios médicos y econdmicos de la medicina verde
continta creciendo en los paises industrializados como en aquellos en vias de
desarrollo (WHO-TRM, 1998). De tal forma que durante los ultimos afos la
herbolaria ha tenido un resurgimiento en muchos paises industrializados
incluyendo Estados Unidos, Canadda, Australia, Japon y la Comunidad Europea
(Eisenberg et al., 1993; 1998; Millar et al., 1997 MacLennan et al., 1996). En los
Estados Unidos se estima que el uso de remedios se incrementd en un 380%
entre 1990 y 1997 (Eisenberg et al., 1998). Este renacimiento ha sido motivado
por muchos factores, incluyendo el incremento de practicantes de la medicina
preventiva y la decepcion de muchos usuarios de medicamentos convencionales.
Estos ultimos han optado por el empleo de productos botanicos con la percepcion
erronea de que son inocuos y libres de efectos colaterales (Mahady, 1998).

Se estima que existen 250 000 especies de plantas en la tierra de las cuales un
10% son usadas como alimento por los humanos y otras muchas de esas plantas
son usadas como remedios. Estos usos se han relacionado con la presencia de
compuestos fendlicos, terpenoides, flavonoides, alcaloides, quinonas, etc. Los
compuestos incluidos en estas categorias son usados como antibacterianos por el
hombre, por ejemplo el acido cinamico y el acido cafeico que contienen un grupo
fendlico en su estructura son eficaces contra virus, hongos y bacterias. Por su

parte, las quinonas generan radicales libres que pueden formar complejos



irreversibles con proteinas de la pared celular bacteriana lo que les confiere gran
potencial antibacteriano. Los flavonoides pueden formar complejos con proteinas
solubles y de la pared celular y atravesar las membranas celulares lo que aumenta
su poder antibacteriano. Ciertas cumarinas y terpenoides también poseen
propiedades antibacterianas. Por ultimo existen alcaloides con actividad antiviral y

antibacteriana (Coates, 2002).



2. Antecedentes

2.1. Enfermedades Infecciosas.

En términos generales, una enfermedad puede ser definida como una funcion
anormal de alguna estructura o sistema dentro de nuestro cuerpo. Siendo aun mas
especificos, una enfermedad infecto-contagiosa es una forma de enfermedad que
es: infecciosa y posee el potencial de ser transmitida. El término "infeccioso" se
refiere al hecho de que la enfermedad infecto-contagiosa es causada por
microorganismos patdgenos que penetran en un organismo Yy pueden auto-
reproducirse y multiplicarse hasta un numero considerable si no son destruidos
(OMS, 2007).

2.1.1. Clasificacion de las enfermedades infecciosas y forma de infeccion.
Los microorganismos pueden producir infecciones de manera localizada o
generalizada. Al penetrar en el organismo, las bacterias producen una serie de
enfermedades que pueden clasificarse en agudas, crénicas o retardadas. En el

Cuadro 1 se hace una descripcion de cada una de ellas (Socransky et al., 2003).



Cuadro 1. Clasificacion de enfermedades infecciosas.

Clasificacion Descripcion

Agudas Producidas por agentes exégenos, tienen un inicio rapido y
se desarrollan en dias o semanas. Los microorganismos o
sus productos entran en el cuerpo. La infeccion se suele
resolver de forma rapida. Ejemplos de este tipo de
infecciones son los abscesos locales producidos por
Staphylococcus aureus, las infecciones de las vias
respiratorias superiores o las infecciones gastrointestinales.

Cronicas Estan producidas por microorganismos exogenos que
penetran en el organismo Yy persisten durante largos
periodos, ya que las defensas del organismo no son capaces
de eliminarlos. La lepra y la tuberculosis son ejemplos de
este tipo de infecciones.

Retardadas Los signos y sintomas de la enfermedad no aparecen hasta
meses 0 afios tras la infeccidon inicial. Las lesiones
producidas pueden persistir toda la vida. Se caracterizan por
un inicio poco evidente, para manifestarse posteriormente
con otros sintomas y signos. Ejemplo de este tipo de
infecciones son la sifilis, la fiebre reumatica, la enfermedad
de Lyme y las Ulceras gastrointestinales.

Las vias mas comunes, mediante las cuales un organismo vivo es infectado
incluye: contacto directo con los agentes patdégenos, contacto piel a piel,
inhalaciobn de microorganismos aerobios, al ingerir alimentos contaminados, en
heridas, por vectores (insectos), asi como por contacto sexual sin proteccion

(FUNCEI, 2004).

2.2. Enfermedades de la cavidad oral.

Enfermedades orales, incluyendo caries dentales, enfermedades periodontales,
desérdenes orofaciales y pérdida de los dientes, las cuales resultan en sufrimiento
y dolor, dificultad para hablar y/o masticar y en casos extremos la muerte, son un

problema de salud, que afecta a millones de personas en todo el mundo (Wu et




al., 2002; ACS, 1998; Gift et al., 1992). A pesar de los grandes avances en materia
de salud oral, todavia existen problemas al respecto, principalmente en aquellos
grupos no privilegiados de los paises desarrollados y en vias de desarrollo, en los
que, ademas de la gripe comun, las enfermedades orales son la principal causa de
la pérdida de dias de trabajo en los adultos y de dias de escuela en los nifios.
Todos los factores mencionados repercuten negativamente sobre la productividad
asi como en el aprendizaje escolar. Esto ultimo se traduce en una mala calidad de
vida y representa un obstaculo para el desarrollo de los paises (NIDR, 2005;
WHO, 2004; Bloom et al., 1989).

La mas comun de las enfermedades orales es la caries dental la cual afecta entre
el 60 a 90% de los nifios y a la mayoria de los adultos de Asia y Latinoamérica
(OMS, 2007). La caries resultan como consecuencia de la formacion de la placa
dentobacteriana que a su vez se origina por la interaccién entre bacterias, saliva y
restos de alimentos (Liébana, 2002). El grupo mutans de los estreptococos (SM),
gue se encuentra frecuentemente en la placa dental es considerado como uno de
los principales agentes etiologicos de las caries en humanos y animales de
laboratorio. Estudios epidemiolégicos indican la presencia de Streptococcus
mutans en al menos el 90% de las muestras aisladas a partir de caries dentales en
humanos, mientras que, Streptococcus sobrinus representa la segunda especie
mas comun de SM (Petersen et al., 2004; Phan et al., 2004). Entre los factores de
virulencia mas comunes de Streptococcus mutans se incluyen la adhesion, la
acidogenicidad y la tolerancia a la acidez (Steinberg et al., 2005; Yamanaka,
2004). Esta bacteria se caracteriza por la produccién de enzimas del tipo de las

glucosiltransferasas y sintetiza polisacéaridos extracelulares (principalmente



glucanos insolubles en agua) a partir de los azlucares presentes en la dieta, los
cuales actuan como mediadores de la adherencia de S. mutans y otras bacterias a
la superficie de los dientes y contribuyen a la formacion de la bioplaca (Koo et al.,
2000). De esta manera, la bacteria utiliza los azucares contenidos en los alimentos
y los transforma en acidos, alterando el equilibrio dinamico de desmineralizacion-
remineralizacion de la superficie del diente, disolviendo el esmalte y creando
cavidades que son conocidas como caries (ADA, 2003).

Las enfermedades periodontales (EP) representan la segunda afeccién con mayor
incidencia de la cavidad bucal y afectan a cerca de la mitad de las personas entre
los 18 y 64 afios (Rusell et al., 1998). Las enfermedades periodontales pertenecen
al grupo de las enfermedades inflamatorias cronicas, ocasionadas en principio, por
las bacterias encontradas en la placa dentobacteriana. La gran acumulacion de
éstas bacterias alrededor del diente, por arriba (supragingival) o por debajo
(subgingival) del borde marginal de la encia, provocan cambios en la composicion
microbiana Streptococcus dominante hacia el aumento de Actinomyces spp y el
incremento de bacterias Gram-negativas anaerébicas especificas como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, entre
otras (Koo et al., 2000; Quirynen, 2000). Estas bacterias activan los mecanismos
inmunoinflamatorios en los tejidos periodontales, o que conduce a la destruccion
del colageno y del hueso que soporta los dientes (Scannapieco et al., 2004; Rusell
et al.,, 1998; Genco, 1992). En la clinica la enfermedad se manifiesta como un
enrojecimiento en la gingiva, desprendimiento de los tejidos blandos de los dientes

para producir bolsas periodontales, incremento de la movilidad de los dientes,



disminucién de la habilidad para masticar y la pérdida de piezas dentales (Genco,
1992).

Las EP se agrupan bajo la denominacion de gingivitis y periodontitis. La gingivitis
es la inflamacién de los tejidos blandos que rodean al diente, fundamentalmente la
encia, sin extenderse al cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar. Como
ejemplo, se pueden mencionar la gingivitis ulcerante-necrosante, la denominada
enfermedad de Vincent o boca de las trincheras. Por otra parte, el término
periodontitis se emplea para definir la inflamacion de los tejidos de soporte del
diente, habitualmente un cambio progresivamente destructivo con pérdida del
hueso alveolar y ligamento periodontal, por complicacion de la gingivitis (Liébana,
2002). La periodontitis adulta es la forma mas comun de EP y afecta al 10% de los
adultos entre 35-44 afios. La otra forma menos comdn es la periodontitis juvenil
localizada (OMS, 2007).

La patogénesis de las EP también esta vinculada con la existencia de factores
locales y sistémicos en los individuos, de tal manera que la forma de los dientes y
el padecimiento de enfermedades como la diabetes, la osteoporosis, , el SIDA, asi
como también los cambios hormonales y la administracion de farmacos, son
capaces de modificar la respuesta del hospedero e influir en la severidad y
progresion de la enfermedad periodontal (Reichart, 2003; Kirkpatrick et al., 1998;
Hollister et al., 1993). Ademas, la quimioterapia o radioterapia para el tratamiento
del cancer puede dafiar severamente las glandulas salivales dando como
resultado boca seca con un incremento de las caries y otras infecciones orales.
(Doyle et al., 2005; Binley et al., 2004). De manera adicional, investigaciones

recientes han demostrado que las bacterias orales pueden contribuir a incrementar



el riesgo de ataques del corazon, infartos, enfermedades del pulmon y nacimientos
prematuros (ADA, 2003; Liébana, 2002).

Por lo anterior, la prevencion efectiva de enfermedades orales puede tener un
efecto significativo en la salud y bienestar de la poblacién en general (NIDR,
2005). Aun cuando la introduccion del fluoruro ha resultado en la reduccion de las
caries dentales y las EP, éstas continlan siendo las enfermedades infecciosas
mas comunes en México y otros paises (OMS, 2007). Tan solo en México, la
caries y las EP afectan al 90 y 70% de la poblacion, respectivamente. De acuerdo
con la Secretaria de Salud (SSA), la gingivitis y las EP representan casos nuevos
de morbilidad en los ultimos afios. En la Tabla 1 se presenta la tasa de morbilidad
de los principales casos nuevos de enfermedades comprendidos en el periodo

2000 a 2004.



Tabla 1. Tasa de morbilidad de los principales casos nuevos de enfermedades,

2000 a 2004 en la Republica Mexicana.

(Por 100 000 habitantes) 2000 2001 2002 2003 2004
Causa de casos nuevos de
enfermedad
Infecciones respiratorias agudas | 29 27 28 25 24
427.3 980.5 874.3 948.9 581.3
Infecciones intestinales por otros | 5 203.3 | 5283.3 | 5250.2 | 4684.0 | 4535.5
organismos y las mal definidas
Infeccion de vias urinarias 2967.1 | 32405 |3276.0 |3154.2 |3228.2
Ulceras, gastritis y duodenitis 1284.1 |1393.5 |1413.6 |1281.7 |1365.7
Amebiasis intestinal 13534 |1237.8 |1124.8 | 972.6 792.2
Otitis media aguda 614.6 643.2 693.9 695.6 675.3
Hipertension arterial 401.4 407.8 418.8 478.2 529.8
Otras helmintiasis 735.2 646.5 580.6 524.4 498.0
Diabetes mellitus no | 287.2 291.3 308.6 365.0 384.0
insulinodependiente (Tipo Il)
Varicela 377.1 235.5 282.7 307.0 365.8
Gingivitis y enfermedad | ND ND ND 276.0 350.0
periodontal
Candidiasis urogenital 302.5 325.8 354.8 346.3 330.9
Asma y estado asmatico 261.0 275.2 274.6 289.1 289.5
Intoxicacion por picadura de | ND 221.7 231.7 233.4 218.5




alacran

Faringitis y amigdalitis | ND ND ND 573.9 201.7

estreptococicas

NOTA: Con base en el ultimo afio se consideran los quince principales casos
nuevos de enfermedades.

ND. No disponible.

FUENTE: SSA. SUIVE. Direccion General de Epidemiologia

www.dgepi.salud.gob.mx (24 febrero del 2006).

2.2.1. Definicion de las enfermedades infecciosas de la cavidad oral y su
relacion con la nutricién.

De acuerdo a la OMS, una enfermedad bucal u oral es aquella que afecta el
estado de la boca, es decir, la lengua, los dientes y las glandulas salivales que
ejercen normalmente todas sus funciones, siendo, la caries dental, la periodontitis
y los canceres oral y faringeo los padecimientos orales mas representativos. De
manera general, las caries y la periodontitis son ocasionadas por una alimentacion
desordenada desde los primeros afios de vida, misma que se caracteriza por una
elevada ingesta o combinacion de bebidas y alimentos acidos, pegajosos, ricos en
grasas saturadas, azucares y otros carbohidratos fermentables. A ello se suma la
deficiencia del grado de higiene bucal, la vida sedentaria, los desoérdenes
alimenticios (anorexia y bulimia), las enfermedades agudas, crénicas y sistémico
terminales que tenga cada individuo, las cuales pueden provocar la erosion del
diente, debilitAndolo y aumentando los riesgos de caries. Al respecto,

declaraciones de la Asociacion Dietética Americana (ADA) sefalan que la nutricion




es un componente integral de la salud oral y que las enfermedades infecciosas
orales tales como la caries y las enfermedades periodontales (EP) estan
directamente influenciadas por la dieta, por lo que existen pocas dudas de que las
enfermedades bucales, tales como las que sufrimos actualmente sean producto de
los efectos de la civilizacion y el cambio en el estilo del régimen alimenticio que
determina su prevalencia. Un punto de mejora para una buena salud oral es
considerar todas estas propiedades cariogénicas y cariostaticas de los alimentos,
modificando tanto los habitos dietéticos como las practicas de higiene bucal
mediante el empleo de pasta dental con fluoruro, el uso de hilo dental y visitas
regulares al dentista (WHO, 2004; ADA, 2003).

2.2.2. Microorganismos de la cavidad oral.

La flora en la cavidad oral estd compuesta por bacterias, hongos y levaduras. De
estos organismos las bacterias representan la mayor parte. En la boca se han
identificado aproximadamente 350 especies de bacterias y este numero continla
incrementandose debido a los avances recientes en biologia molecular. Uno de los
factores que permite la existencia de este nUmero de microorganismos es la gran
diversidad de ambientes intra-orales presentes. En la cavidad oral se pueden
encontrar diferentes poblaciones en la mucosa, las superficies paraqueratinizadas
de la mucosa (detras de los labios y las mejillas, el paladar, la partes inferiores de
la lengua y de la boca), tejidos altamente queratinizados (interior del paladar,
tejidos gingivales visibles adyacentes a los dientes) y en el altamente
queratinizado, texturizado y especializado dorso de la lengua. Los dientes por si
mismos contienen grupos de microorganismos, en las superficies adyacentes a la

gingiva, en las superficies cubiertas por la gingiva (gingival sulcus) y dentro de las



superficies irregulares de los dientes. Si se encuentran presentes, las protesis
para reemplazar los dientes ofrecen nichos. Muchos de los microorganismos
orales se encuentran presentes en la saliva, que es excretada por las glandulas
sublinguales, submandibulares y las pequefias glandulas accesorias ubicadas en
los labios, las mejillas y el paladar. EI Cuadro 2 muestra los géneros y las especies
de microorganismos aislados de la cavidad oral, algunos de los cuales estan
directamente relacionados a las caries y EP, mientras que otros son transitorios o

bien, forman parte de la microflora oral (Liébana, 2002).



Cuadro 2. Microorganismos aislados de la cavidad oral.

Género Especie
Abiotrophia A. defectiva y A. adiacens
Actinobacillus A. actinomycetemcomitans**

A. georgiae, A. gerencseriae, A. israelii, A. adontolyticus*, A. naeslindii*
Actinomyces ***
y A. viscosus

Alloicoccus A. otiditis
Bacillus B. cereus
Bacteroides B. capillosus y B. forsythus **

Bifidobacterium | B. dentium, B. inopinatum y B. denticolens

Bilophila B. wadsworthia

Candida C. albicans

Capnocytophaga | C. gingivalis, C. sputigena y C. ochracea

Cardiobacterium | C.hominis

Centipeda C. periodontii

Clostridium C. difficile, C. ramnosum, C. sporogenes y C. malenominatum

Corynebacterium | C. matruchotii

Desulfomonas D. pigra.
Desulfovrio D. desulfuricans.
Eikenella E. corrodens**
Entamoeba E. gingivalis

Enterococcus E. faecalis y E. faecium




Eubacterium

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

Fusobacterium

F. alosis y F. periodonticum

Gemella

G. haemolysans y G. morbillorum

Globicatella

G. sanguis

Haemophilus

H. influenzae

Helcococcus

H. kunzii

Herpexvirus

Herpes simplex

Lactobacillus***

L. acidophilus, L. salivarius, L. gasseri, L. crispatus, L. fermentum, L.

brevis, L. oris, L. uri, L. casei .




Cuadro 2. Microorganismos aislados en la cavidad oral (continuacion).

Género

Especie

Lactococcus

L. lactis y L. garniae

Leptotrichia***

L. buccalis

Leuconostoc

L. mesenteroides

Mycoplasma

M. salivarium, M. pneumonie, M. hominis, M. bucale y M. orale

Neisseria***

N. cinerea, N. elongata, N. lavescens, N. lactamica, N. mucosa, N.
paraelongata, N. polysaccharea, N. sicca, N, subflava y N.

gonorrhoeae (excepcional)

Pediococcus

P. parvulus, P. damnosus y P. dexnitricus

Peptococcus

P. niger

Peptostreptococcus***

P. anaerobius, P. magnus, P. micros, P. indolicus, y P. prevaotii

Porphyromonas***

P. gingivalis**, P. endodontalis y P. catoniae

Prevotella***

P. melaninogenica, P. nigrescens**, P. corporis, P. intermedia**, P.
loescheii, P. pallens, P. denticola, P. buccae, P. buccalis, P. oris, P.
oulorum, P. veroralis, P. zoogleoformans, P. dentalis, P. tannerae y P.

enoeca

Propionibacterium

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

Rothia

R. dentocariosa

Selenomonas***

S. artemidis, S. dianae, S. flueggei, S. infelixx, S. noxia 'y S. sputigena

Staphylococcus S.aureus y S.epidermidis
S. mutans*, S. rattus, S. cricetus, S. sobrinus*, S. ferus, S. downei, S.
Streptococcus*** macacae, S. sanguis, S. gordonii, S. parasanguis, S. crista, S. oralis,

S. mitis, S. sanginosus, S. intermedius, S. constellatus, S. salivarius,

S. vestibularis, S. pyogenes y S. agalactiae




Treponema*** T. vincentii

Tricomonas T. tenax

Veillonella*** V. parvula, V. atypica y V. dispar

*Microorganismos directamente relacionados a la formacién de placa dento-bacteriana.
** Microorganismos relacionados al desarrollo de enfermedades periodontales.
*** Géneros mas representativos de la flora oral (Liébana, 2002).

2.2.3. Interacciones microbiolégicas.

Los microorganismos patégenos y los que integran la flora normal, interaccionan
entre si en la cavidad oral y lo hacen positiva y negativamente. Las interacciones
positivas incluyen el mutualismo y todas las especies participantes resultan
beneficiadas por la asociacion, y el comensalismo cuando solo una de las
especies que participan resultan beneficiada y la o las otras no reciben nada por la
asociacion y por ultimo, el sinergismo cuando la suma de dos especies en
asociacibn es mayor que si actuaran individualmente. Por otro lado, las
interacciones negativas incluyen competicién y antagonismo, en la primera la
competicion es por la multiplicacion y la sobrevivencia y en la segunda una
poblacién de bacterias inhibe el desarrollo de otra poblacion y lo hace secretando
productos téxicos como perdxido de hidrogeno, bacteriocina y acidos organicos
qgue no permiten el desarrollo de sus antagonistas (Park et al., 2002).

Las interacciones bacterianas son muy importantes en el desarrollo de las
enfermedades de la cavidad oral. Un ejemplo lo representan las caries, en donde
el primer paso para la colonizacion por los microorganismos patdgenos orales es
la adherencia al esmalte dental (Limsong et al., 2004). Este proceso no podria

realizarse si primero S. mutans no se adhiere y produce los &cidos lactico y




acético, los cuales disminuyen el pH de la cavidad oral por debajo de 5.5, lo cual
favorece la desmineralizacion y el inicio del proceso de las caries (Radcliffe et al.,

2002).
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Figura 1. Interacciones de los patégenos orales (adaptado de Mayrand et al.,
1998)

2.3. Bioplacas.

Una bioplaca, biofilm, comunidad sésil o consorcio es una poblaciéon o comunidad
de bacterias viviendo en estructura organizada en una interfase liquida. Estas
microcolonias de bacterias estdn encapsuladas en una matriz compuesta de una
sustancia polimérica extracelular (SPE) la cual les ayuda a adherirse a la

superficie y a estabilizarse. La sustancia polimérica extracelular estan formada



principalmente por polisacaridos y puede contener solo proteinas y acidos
nucleicos, las bioplacas tienen un sistema circulatorio primitivo compuesto por
canales de agua por donde fluyen los nutrientes y se desechan los productos de
su metabolismo (Davies, 2003).

Podemos encontrar bioplacas en todos los medios donde existen bacterias: en el
medio natural, clinico o industrial. Solo requieren de un medio acuoso y de la
presencia de nutrientes. Las bacterias formadoras de bioplacas pueden
desarrollarse sobre superficies hidréfobicas o hidrofilicas, bidticas o abidticas
(Hall-Stoodley et al., 2004; Characklis, 1990).

Las bioplacas bacterianas comienzan a formarse cuando alguna célula individual
se adsorbe inicialmente a una superficie. La capacidad de la célula para realizar
este ataque inicial depende de factores ambientales como la temperatura y el pH,
y de factores genéticos que codifican las funciones motrices, la sensibilidad
ambiental, las adhesinas y otras proteinas (Hall-Stoodley et al., 2004). En la Figura
2 se ilustra el proceso de adhesion de las bacterias.

Después de la adsorcion inicial, la célula comienza a reproducirse y a diseminarse
sobre la superficie bajo la forma de una monocapa, mientras forma microcolonias.
Las células van cambiando su comportamiento para dar origen a la compleja
estructura de una bioplaca madura. El cambio mas evidente es la produccion de

glicocalix el cual cimentara todo el conjunto (Piera, 2003; Characklis, 1990).
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Figura 2. Formaciéon de la bioplaca en la superficie del diente. A: C. spuligens,B: A.

acenomycetemcomitans, C: P.intermedia, D: Eubacterium spp, E: Treponema spp, F: P. gingivalis,
G: S. flueggel, H:C.ochracea, I: P. acnes, J: S.oralis, K:S.gondonii, L: C. gingivalis, M:P. loesheill,
N:A. israeli, O:H. parehinfluenza, P:P. denticota, Q:M. atipica, R: S.sangis, S: A. naesitindii, T:
S.godoni

2.3.1. Fases de la formacién de las bioplacas.

La formacién de una bioplaca, no es un proceso aleatorio sino que sigue una serie
de pasos que permiten su prediccion. Se han identificado cinco fases: la primera
de ellas es una adsorcion reversible de la bacteria a la superficie, seguida por una
union irreversible, una primera fase de maduracion con crecimiento y division, la

fase de produccion del exopolimero y el desarrollo final de la colonia con



dispersion de células colonizadoras (Piera, 2003). En la Figura 3 se ilustran las
fases de la formacion de las bioplacas.

2.3.2. Acondicionamiento de la superficie.

La capacidad de unirse depende de las proteinas especificas de su cubierta y de
los apéndices motrices. Las bioplacas pueden desarrollarse sobre casi cualquier
tipo de superficie, gracias a que previamente entra en contacto la materia
organica, que cambia las propiedades quimicas y fisicas de la superficie y mejora
las posibilidades de fijacion de las bacterias (Piera, 2003; Characklis, 1990).

2.3.3. Adsorcion y fijacion.

La adhesién de los microbios a un sustrato puede ser activa (por los flagelos, pili
adhesina, capsulas y cargas de superficie) o pasiva (por gravedad, difusién y
dindmica de fluidos). En unos minutos, las bacterias libres que encuentran la
superficie acondicionada, forman con ella una unién reversible que depende de las
cargas eléctricas de la bacteria. Si esta unién se mantiene suficiente tiempo se
hara permanente e irreversible (Piera, 2003; Dreeszen, 2003).

2.3.4. Maduracion.

Una vez que las bacterias se han unido a la superficie comienza el crecimiento y la
division de las células y posteriormente se inicia la fabricacion de una mezcla de
polimeros, limosa y pegajosa, que se excreta al exterior para mantener unidas las
células, entre ellas y con la superficie (Figura 3).

La composicion del exopolimero o glicocalix es poco conocida, consta de
polisacaridos de diversos azucares como, glucosa, fructuosa, manosa, N-
acetilglucosamina y otros. También puede contener proteinas libres, fosfolipidos y

acidos nucléicos. Este glicocalix se excreta desde la pared celular bacteriana en



formacion radicular y se estructura a partir de grupos de polisacaridos neutros o
portadores de cargas eléctricas, que suman a la adherencia la capacidad de
actuar como un sistema de intercambio iGnico para atrapar y concentrar los
nutrientes (Characklis, 1990)

En una bioplaca madura, la mayor parte de su volumen esta ocupado por la matriz
laxamente organizada (75-95 %) alrededor de unas pocas bacterias (5-25 %), que
proporcionan una cubierta gelatinosa y deslizante a la superficie colonizada, con
un considerable volumen de agua (Piera, 2003; Dreeszen, 2003).

2.3.5. Crecimiento y dispersion.

La colonia, en division continua, libera periddicamente células que se repartiran.
Estos nuevos colonizadores se establecen facilmente ya que aprovechan los
residuos y nutrientes liberados por las primeras bacterias que formaron la bioplaca
y los utilizan para preparar la nueva superficie. Esta colonizacion se encuentra
relacionada con la evolucion y la supervivencia de la bacteria a largo plazo (Piera,

2003).
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Figura 3.Etapas de formacion de una bioplaca (modificado de Characklis, 1989).

2.3.6. Resistencia de las bioplacas.

Las bioplacas no solo ofrecen estabilidad al crecimiento bacteriano, también le
proporcionan proteccion a diferentes cambios en su entorno como son la
exposicion a acidos, deshidratacion, fagocitosis, salinidad y resistencia a agentes
antimicrobianos (Hall-Stoodley et al., 2004). A la fecha se han propuesto tres
mecanismos para explicar la resistencia de las bioplacas a los agentes
antimicrobianos. La primera es la propiedad de barrera de la sustancia polimérica
extracelular (SPE). Este mecanismo es importante para protegerla de superoxidos,
metales e inmunoglobulinas las cuales son neutralizadas uniéndose al SPE
diluyendo su concentracion antes de llegar a las células bacterianas. Las
propiedades de barrera incluyen también proteccion contra luz ultravioleta,
deshidratacion y actividad enzimatica. EI segundo mecanismo de proteccion
involucra el estado fisiolégico de los organismos de la bioplaca, ya que muchos
antibiéticos pueden cruzar facilmente la SPE y para protegerse las bacterias que

integran la bioplaca entran en un estado latente en donde los antibiéticos no



pueden actuar ya que estos requieren un grado de actividad celular para poder ser
efectivos y generalmente su mecanismo de accion involucra la desestabilizacion
de un proceso microbiano. Por ultimo, el tercer tipo de proteccion es la existencia
de sub-poblaciones de fenotipos de resistencia dentro de la bioplaca, que han sido
denominadas persistentes. Estas bacterias persistentes comprenden una pequefia
fraccion de toda la biomasa existente y representan a un nuevo fenotipo mas
resistente que el resto de la poblacién. Cada uno de estos mecanismos contribuye
en mayor o menor medida dependiendo del estrés en que se encuentre la bioplaca
proporcionando una proteccion general (Hall-Stoodley et al., 2004).

Es importante destacar que los primeros colonizadores de una bioplaca
concentran la materia organica de la superficie y metabolizan. A partir de la
formacion del polimero extracelular, se incrementa notablemente la capacidad de
retencion de nutrientes. EI EPS atrapa nutrientes y otros microbios que se
mezclaran con los que se encuentran ahi y con sus descendientes. Las nuevas
bacterias seran capaces de utilizar como nutrientes los que otras rechacen.
Finalmente se uniran todos los recursos bioquimicos de las diferentes especies
bacterianas, cada una con sus enzimas, para digerir aportes alimentarios que

ninguna de ellas podria aprovechar en solitario (Piera, 2003; Characklis, 1990).

2.3.7. Cooperatividad en la bioplaca.
Desde la bioplaca mas simple hasta la de mayor complejidad, estas comunidades
metabdlicas cooperan de una manera compleja, como el tejido vivo de un

organismo multicelular. Las diferentes especies viven en un nicho minimo, muy



especializado y hecho a medida. Si una especie genera residuos téxicos, otra los
devorara con avidez. Asi se consigue coordinar los recursos bioquimicos de todos
los habitantes de la bioplaca; se reunen las diferentes enzimas de las que
disponen numerosas especies de bacterias para abastecerse de aportes nutritivos
que las especies solas no pueden (Piera, 2003).

2.3.8. Bioplacas de la cavidad oral o placa dentobacterina.

La bioplaca dental es un ecosistema bacteriano complejo cuya evolucion,
maduracién y desarrollo ocasiona la infeccion odontolégica. Habitualmente la
infeccidn se encuentra localizada en los tejidos del propio 6rgano dentario y sigue
un curso evolutivo crénico. El tratamiento antimicrobiano ocasiona un cambio
cuantitativo y cualitativo en la composicion bacteriana de la bioplaca, ademas de
actuar en lugares no accesibles a los métodos mecanicos. Sin embargo, un mal
uso de los antimicrobianos puede ocasionar seleccién de especies bacterianas
resistentes en la biopelicula ademas de efectos secundarios y alteraciones en el

huésped (Lopez-Piriz et al., 2007).

2.3.9. Tipos de bioplacas.

Son varios los tipos de infecciones causadas por las bioplacas y podemos
destacar las siguientes: endocarditis bacteriana, otitis media, prostatitis cronica,
fibrosis quistica, y en la cavidad oral, la caries y la periodontitis. El tratamiento de
este tipo de infecciones requiere la utilizacibon de métodos fisicos vy
antimicrobianos. También se ha descrito su presencia en diversos tipos de
protesis: en proétesis totalmente implantadas, como las protesis valvulares; protesis

parcialmente implantadas, como catéteres endovenosos; y en prétesis no



implantadas, como los catéteres urinarios, lentes de contacto y dispositivos
intrauterinos. La invasion de estas protesis por las bioplacas obliga a largos
tratamientos y combinaciones de antibioticos o incluso a la eliminacién de las
mismas. (Hall-Stoodley et al., 2004; Costerton, 1994).

2.4. Antecedentes de la especie Prunus domestica.

2.4.1. Antecedentes botanicos de Prunus domestica L. (Rosaceae).

Prunus domestica (L.), perene a la familia de las Rosaceas y es conocido como
“ciruelo europeo” o “ciruelo”, es un arbol de limitado desarrollo, ramoso, que
alcanza de entre 4 a 5 m de altura. Posee hojas caducas, pecioladas, opuestas,
lisas, oblongas, dentadas, de matiz verde oscuro por el haz y méas claro y vellosas
por el envés. Sus flores pequefias, pedunculadas, y de color blanco, estan
reunidas en corimbos axilares y terminales. Florece en primavera y produce frutos
globosos, ovales, de varios colores y comestibles, comdnmente Illamados
“ciruelas” en México; “Pruneau d'Ente” en Francia y “plums”, en Estados Unidos
(Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001; CPB, 2000). El ciruelo es cultivado
principalmente en paises de clima templado y se clasifica con base en su época
de floracion, o bien, por el contenido de azucares, consistencia de la pulpa, forma
y color de sus frutos (ASERCA, 2001). Otras clasificaciones incluyen la capacidad
de soportar los procesos de deshidratacion de los frutos frescos, de tal manera
que los frutos secos reciben el nombre de “ciruelas pasa”, “Preneau d"Agen” y
“prune plums” o “dried plums” en espafiol, francés e inglés, respectivamente
(ASERCA, 2001; Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001; CPB, 2000).

En el mundo existe una amplia diversidad de ciruelas y entre sus distintos

origenes se encuentra la variedad “Myrobalan”, nativa de la regibn Caucésica en



el oeste de Asia (ASERCA, 2001). Otros autores sugieren la cruza entre las dos
antiguas especies silvestres, Prunus cerasifera Ehrh y Prunus spinosa L.,
produciéndose asi, las variedades comerciales que conocemos en nuestros dias,
las cuales fueron posteriormente cultivadas y propagadas a Europa y otros
continentes. De hecho, Prunus domestica c.v. de A'gen, propia del sureste de
Francia, fue introducida a California por Louis Pellier en 1856 (Stacewicz-
Sapuntzakis et al., 2001).

Los principales paises productores de ciruela son: China, Estados Unidos,
Yugoslavia, Rumania y Alemania, los cuales en su conjunto aportan cerca del 65%
de la produccion mundial. Mas, hay que hacer notar que Estados Unidos, en
particular el estado de California, destaca por ser el principal productor de ciruela
para deshidratar. Para tener una idea de la importancia, California produce el 99%
de ciruela deshidratada para autoconsumo asi como el 70% de la produccion

mundial (ASERCA 2001).



Figura . Prunu domestica L. (Rosaeae), se muestra el arbol, flor y fruto.
La ciruela tiene una amplia variedad de usos, desde el consumo en fresco hasta la
obtencién de diversos productos a través del procesamiento de la fruta. Destaca el
licor conocido como “slivovica” que se produce en Bosnia-Herzegovina. Asi mismo
la ciruela pasa, es ampliamente demandada dentro de la industria de la reposteria
(ASERCA, 2001). Ademas, a partir de ella se consiguen mermeladas, ates, jugos y
polvos, los cuales son ampliamente conocidos y pueden conseguirse en los

mercados (Nergiz et al., 1997).



2.4.2. Estudios biolégicos de Prunus domestica L.

El consumo de ciruelas deshidratadas y productos derivados de ellas producen
efectos bioldgicos, algunos de ellos atribuidos a la presencia de minerales como el
sodio y el potasio, que en conjunto, mejoran los problemas de hipertension
(Dikeman et al., 2004). Ademas la preservacion y regeneracion del hueso en
mujeres posmenopausicas y ratas ovariectomizadas es debida a la accion
combinada del cobre, boro, calcio y selenio (Arjmandi et al., 2003; 2001). Por otra
parte, el contenido de fibra dietética y la presencia de sorbitol (un azucar
caracteristico del género Prunus) se relaciona con la regulacion de la salud
intestinal y con el efecto laxante. Al respecto, estudios recientes utilizando
modelos animales y humanos han demostrado que el consumo de ciruelas pasa
asi como el jugo de las mismas, aumentan el contenido de humedad y suavidad
en las heces, fendmenos que pueden ser explicados por la baja absorcion del
sorbitol y su habilidad para retener la humedad (propiedad conocida y
ampliamente utilizada en la industria alimenticia y cosmética) (Stacewicz-
Sapuntzakis et al., 2001). Asimismo, la combinacion de glucosa, fructosa y sorbitol
con cantidades significativas de fibra dietética tienen una influencia benéfica sobre
el metabolismo de los azlucares y control de la diabetes ya que reducen la
concentracion de glucosa sanguinea (Dikeman et al., 2004; Stacewicz-
Sapuntzakis et al., 2001). Las ciruelas pasa también contienen compuestos
fendlicos responsables de sus propiedades antioxidantes (Del Caro et al., 2004).
Algunos estudios vinculan estas propiedades a la presencia de los &cidos
clorogénico y neoclorogénico, los cuales inhiben la oxidacion de las lipoproteinas

de baja densidad (LDL) in vitro (Chun et al., 2003). En general, los compuestos



fendlicos desempefian un papel relevante como agentes captadores de radicales
libres, y por lo tanto estan vinculados con la prevencion de enfermedades
relacionadas a la edad, ademas, juegan un importante papel en el metabolismo de
la glucosa, prevencion del cancer, inhibicion de la proteasa tipo | del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y sobre todo, poseen una potente actividad
antimicrobiana (Kim et al., 2003; Fang et al., 2002). En este contexto, extractos
preparados a partir de ciruelas han demostrado actividad antiviral, antifungica y
antibacteriana, especialmente contra el virus de la polio, el hongo Scopulariopsis
spp Yy las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Stacewicz-
Sapuntzakis et al., 2001).

La ciruela es altamente apreciada en la medicina tradicional de México y otros
paises principalmente para combatir el estrefiimiento, aunque también se les ha
empleado contra la diarrea, tos y Ulceras bucales (Stacewicz-Sapuntzakis et al.,
2001). En la India, la combinacion de las ciruelas y otras plantas medicinales se
usa para el tratamiento de leucorrea, menstruacion irregular y malestares
posteriores al aborto (Fang et al., 2002).

2.4.3. Estudios quimicos de Prunus domestica L.

Los estudios fitoquimicos previos a partir de los frutos de Prunus domestica han
permitido el aislamiento, cuantificacién y caracterizacién de diversos compuestos,
algunos metabolitos primarios y secundarios se muestran en el Cuadro 3. Es
importante sefialar que las cantidades pueden variar de acuerdo a las condiciones
climaticas, el grado de madurez del fruto en la cosecha y el empleo de pesticidas,
0 bien, pueden concentrarse, alterarse o destruirse durante el proceso de

deshidratacion del fruto fresco y almacenamiento de los productos comerciales



(Lombardi-Boccia et al., 2004; Dikeman et al., 2004; Stacewicz-Sapuntzakis et al.,
2001). Tal es el caso de las antocianinas, las cuales estan presentes en los frutos
frescos (excepto en las ciruelas amarillas) y su ausencia es caracteristica de los
frutos deshidratados. La disminucion significativa de flavonoides, principalmente
derivados de la quercetina, esta relacionada a las reacciones de oxidacion,
mientras que las variaciones en el contenido de acidos hidroxicinamicos puede
deberse a la actividad enzimatica de la PPO (polifenol oxidasa) durante el
almacenamiento del producto (Del Caro et al., 2004; Chun et al., 2003; Piga et al.,
2003). Finalmente, la formacion de artefactos y compuestos de alto peso
molecular son debidos al calentamiento de los azlcares durante periodos

prolongados (Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001).



Cuadro 3. Compuestos reportados para la especie Prunus domestica

Compuestos Fenolicos Simples

Nombre quimico Estructura Referencia

COOH

acido Fang et al.,
protocatequinico OH 2002
OH

COOH

Fang et al.,
acido gélico 2002
HO OH
OH

COOH

Stacewicz-
acido p-
Sapuntzakis et
aminobenzoico
al., 2001
NH,

Acidos Hidroxicinamicos

Del Caro et al.,

X _COOH 2004
acido p-cumarico
HO Fang et al.,

2002

Del Caro et al.,

HO N~ COOH 2004
acido caféico D/v
HO Fang et al.,

2002




Cuadro 3. Compuestos reportados para la especie Prunus domestica L.

(continuacion)

Acidos Hidroxicinamicos

Nombre quimico Estructura Referencia

COOH

acido ferulico Me0:©/\/ Fang et al., 2002
HO

Del Caro et al.,

o OH
J/\/@[ 2004
acido clorogénico o oH
H

HooC Fang et al., 2002

OH (0]

Piga et al., 2003

Antocianinas

OH

OH
3-O-rutinodsido de HO ! 5\ O Chun et al.,
OH
cianidina - omo“ 2003
OH o

HC Piga et al., 2003

HO
HO




Cuadro 3. Compuestos

(continuacion).

reportados para la especie Prunus

domestica L.

Antocianinas

Nombre quimico Estructura Referencia
Chun et al.,
3-0O-glucésido de
2003

cianidina

Piga et al., 2003

3-0O-glucésido de Chun et al.,
peonidina 2003
Piga et al., 2003
OH
OH Chun et al.,
cianidina Ho RN O 2003
Z on Piga et al., 2003
OH
. o Chun et al.,
HO. O\
peonidina OCH, 2003
G

Piga et al., 2003




Cuadro 3. Compuestos

(continuacion).

reportados para la especie Prunus

domestica L.

Flavonoides

Nombre quimico

Estructura

Referencia

Nagaraja et al.,

OH
HO o ‘ 1964.
naringenina O
Parmar et al.,
o0 1992
Nagaraja et al.,
HO o O 1964.
crisina ‘
Parmar et al.,
OH O 1992
Nagaraja et al.,
HO o O 1964.
caemferol O | oH Parmar et al.,
oH o 1992
OMe
OMe
3, 5,7—trihidroxi-8,4'- HO. ) O Parmar et al.,
dimetoxiflavonona O oH 1992
H O

O




Cuadro 3. Compuestos

(continuacion).

reportados para la especie Prunus domestica L.

Flavonoides

Nombre quimico Estructura Referencia
OMe
3, 5,7—trihidroxi-6,4'- HO ) O Parmar et al.,
dimetoxiflavonona MeO O oH 1992

prudomestina

HO. O
OH

Nagaraja et al.,
1964.
Parmar et

al., 1992

(+)-catequina

Piga et al., 2003

(-)-epicatequina

Piga et al., 2003




Aldehidos

Nombre quimico Estructura Referencia
Fang et al.,
5-(hidroximetil)-2- /A
HO 2002
O

furfural

Carotenoides

Cuadro 3. Compuestos reportados para la especie Prunus domestica.L




-caroteno

,\\\\\

N NN A

g 0,

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

Azlcares

Dikeman et al.,

tetrahidigR8arbolina

Stacewicz-
2004

Saé)untza_kis et
tacewicz-

al., 2001
Sapuntzakis et

al., 2001

Cuadro 3. Compuestos reportados para la especie Prunus domestica L.

fructosa

CH,0H

OH

OH

CH,0H

Dikeman et al.,
2004
Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001




sacarosa

CH,0H

OH H

Dikeman et al.,
2004
Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

sorbitol

CH,OH

OH

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

Cuadro 3. Compuestos reportados para la especie Prunus

(continuacién).

domestica L.

Vitaminas
Nombre quimico Estructura Referencia
THZ Stacewicz-
tiamina @A NEG Sapuntzakis et
N M o al., 2001
OH Stacewicz-
piridoxina N Sapuntzakis et
Y al., 2001
0 Stacewicz-
riboflavina Sapuntzakis et

N
j@i\ 4
N O

al., 2001




acido nicotinico

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

vitamina C

vitamina E

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001

Cuadro 3. Compuestos

(continuacién).

Nombre quimico

reportados para la especie

Triterpenos

Prunus domestica L.

Estructura

Referencia

acido ursolico

Stacewicz-
Sapuntzakis et

al., 2001




Stacewicz-

Sapuntzakis et

acido oleandlico
al., 2001
Otros
Nombre quimico Estructura Referencia
Stacewicz-
HOOC. -~ ~COOH
F Sapuntzakis et
acido malico OH
al., 2001




3. Planteamiento del problema

El desarrollo de resistencia, la falta de selectividad, la toxicidad y efectos adversos de los
antibioticos utilizados con mayor frecuencia ha incrementado el uso de los sistemas de
medicina alternativa y complementaria como una opcion para disminuir estos problemas.
Las investigaciones para validar el uso es estos sistemas se han enfocado principalmente
en el tratamiento y la prevencion de enfermedades infecciosas sistémicas mientras que
menor atencién se ha prestado a las enfermedades orales ocasionadas por bacterias y
levaduras. Las enfermedades de la cavidad oral incluyendo las caries dentales y las
enfermedades periodontales son los padecimientos que con mayor frecuencia afectan a
millones de personas de diferentes edades alrededor del mundo, las cuales resultan en
sufrimiento y dolor al hablar o masticar. Ademas, representan la mayor causa de pérdidas
de horas en el trabajo y en las escuelas. Los métodos quimicos y mecdanicos son
utilizados para controlar la placa dentobacteriana. Sin embargo, ninguno de los agentes
actualmente disponibles en el mercado como enjuagues bucales y pastas dentales que
contienen productos derivados de plantas es ideal. Esto justifica la busqueda y desarrollo
de agentes alternos derivados de fuentes vegetales que sean mas seguros y efectivos.
Por lo anterior, el presente proyecto de investigacién tiene como objetivo primordial el
aislamiento y purificacion de compuestos de los frutos deshidratados de Prunus
domestica que posean actividad antibacteriana contra patégenos de la cavidad oral.
Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

i. Realizar el estudio quimico biodirigido del extracto de frutos de Prunus domestica

para el aislamiento y purificaciébn de compuestos.
ii. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la especie

contra los patégenos orales, S. mutans y P. gingivalis



iii. Evaluar el efecto de los compuestos puros con actividad antibacteriana, sobre la

formacion de las bioplacas monoespecie o multiespecie.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES.

4.1.1. Analisis cromatograficos.

La cromatografia por adsorcion en columna abierta y la cromatografia por
adsorcion en columna al vacio se realizaron sobre gel de silice Kieselgel 60 Merck
con un tamafo de particula de 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM. Los analisis
de cromatografia en capa fina analitica (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diferentes dimensiones, recubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla 3.5-7.0
ASTM) de 0.25 mm de espesor. La visualizacion de las placas se realiz6 con luz
UV (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente fueron reveladas
con vainillina sulfdrica al 5%, seguido de calentamiento (110° C aprox.) hasta la

visualizacion de los compuestos.

La cromatografia preparativa en capa delgada se realizo sobre una placa de vidrio

(20 cm x 20 cm) recubierta de gel de silice (60-254, Merck, 0.25 mm de espesor).

4.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas vy

espectrométricas.

Los estudios de espectroscopia y espectrometria se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) edificio B de la Facultad de Quimica
de la UNAM. Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotdmetro FTIR

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



espectros en el UV se determinaron en un espectrofotometro UV-Vis Lamda 2
utiizando metanol como disolvente. Los espectros de resonancia magnética
nuclear proténica (RMN-'H, 360 MHz) y de carbono 13 (RMN*C, 90 MHz) se
generaron en un equipo Varian VXR-360S para el de 360 MHz y en un equipo
Varian modelo Uniti-Inova para los de 400 MHz utilizando CD3;OD, CDCI; o
DMSO-ds; los desplazamientos quimicos se reportan en (ppm) con referencia al
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masas por impacto electronico (EMIE)
70eV se obtuvieron en un equipo Jeol JIMS-SX 102A Hewlett-Packard 5890 serie Il
acoplado a un cromatografo de gases. Se utilizé la técnica de introduccion directa.
En la modalidad de bombardeo de atomos rapidos (EM-FAB), los espectros se
registraron en el mismo equipo usando alcohol nitrobencilico como matriz. El
espectro de alta resolucion se realiz6 en un MALDI-TOF JEOL GC Mate

(Research Resources Center, University of lllinois at Chicago).
4.2. Material vegetal.

El material utilizado de P. domestica se compr6 en la Ciudad de México en el mes
de Febrero del afio 2007. El producto de marca Mariani Kirland-Signhature con
namero de lote 7028 describe en la etiqueta frutos de Prunus domestica c.v. de
A’gen. Una muestra de referencia se encuentra en el Laboratorio 126 del edificio E
de la Facultad de Quimica en la Universidad Nacional Autbnoma de México

(UNAM).



4.3. Ensayos bioldgicos.
4.3.1. Microorganismos de prueba.

Para realizar el ensayo biolégico del extracto y los compuestos aislados de Prunus
domestica se eligieron los microorganismos Streptococcus mutans (ATCC 10449)
y Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) por tratarse de los principales
patdgenos orales causantes de las caries dentales y las enfermedades
periodontales, respectivamente. Estas cepas fueron obtenidas de American Type
Culture Collection y se encuentran conservadas en el Laboratorio 126 del
Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica y en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM. Se utilizaron caldo infusiéon de
cerebro-corazon (Difco, Sparks, MD) y medio soya tripticaseina suplementado con
clorhidrato de cisteina (0.05%), menadiona (0.02 Og/mL), hemina (5 Og/mL) y
nitrato de potasio (0.02 %) para desarrollar a S. mutans y P. gingivalis,

respectivamente.
4.3.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La actividad antimicrobiana de los compuestos (Concentracién Minima Inhibitoria,
CMI) se evalud utilizando un ensayo de microdilucién en placa estéril de 96 pozos
(Sarstedt, Newton, NC, EU). Los cultivos de cada especie incubados a lo largo de
la noche se centrifugaron (10 000 rpm, 10 min), se lavaron 2 veces con una
solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M (PBS, pH 6.8) y se resuspendieron. La
suspension de células se ajusté utilizando un espectrofotometro de la serie Cecil

(Milton Roy, Rochester, NY). Cada pozo contenia S. mutans 5 x 10° unidades



formadoras de colonias (UFC)/mL o P. gingivalis 5 x 10° UFC/mL, el compuesto de
prueba en diluciones seriadas y el medio de cultivo apropiado. Se utilizaron

muestras por triplicado para cada concentracion de prueba.

Los controles utilizados consistieron en medio de cultivo inoculado y sin
compuestos de prueba mientras que el blanco contenia Unicamente medio de
cultivo sin inocular. Todas las placas se incubaron a 37° C bajo condiciones
atmosféricas adecuadas S. mutans se incub6 en condiciones aerobias, mientras
que P. gingivalis se incub6 en un sistema de recipientes de generacion de gas
GasPack EZ (BD, Sparks, Maryland, EU) conteniendo un sobre activado para la
generacion de CO, (GasPack EZ CO0,) para crear la atmosfera anaerdbica. El
crecimiento se estimod espectroscépicamente (Asso NM) después de 24 y 48 horas,

utilizando un lector de placas (Biorad, Hercules, CA, EU).

El valor de CMI para cada microorganismo analizado se defini6 como la minima
concentracion del compuesto de prueba que limitaba la turbidez a menos de 0.05
Asso nm. Se utiliz6 gluconato de clorhexidina (CHX, Sigma, St. Louis, MO, EU)
como control positivo mostrando valores de CMI de 1.25 pg/mL contra S mutans y

0.312 Og/mL, contra P. gingivalis.



4.3.3. Medicién de la formacion de bioplaca multiespecies.

Una placa reactor (FPR; BioSurface Technologies Corp., Bozeman, MT, USA)
acoplada a una camara de vidrio (1.25 cm?) fue preacondicionada por 1hr a 37°C
con saliva artificial. Posteriormente la placa reactor se conecté a un contenedor de
vidrio por medio de un tubo estéril para formar un sistema de recirculacion de
cultivo. En el contenedor se adicionaron 700 mL de caldo Schaedler (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, UK) y a continuacion se inoculé con 1mL de cultivo de
los microorganismos de prueba y mantenido a una temperatura de 37 + 1°C en un
bafio de agua. El flujo de medio de cultivo a la placa reactor fue detenido y los
compuestos de prueba se adicionaron para que interaccionaran con la bioplaca.
Después de 20 minutos el flujo fue reanudado por 10 min. Se mantuvieron
condiciones anaerdbicas suministrando nitrégeno (O,< 0.5 ppm, BOC gases, Inc.,
Avondale, IL, EUA) a todo el sistema. La viabilidad de los cultivos se monitoreo
utilizando como parametros el crecimiento y desarrollo de la bioplaca utilizando
técnicas de andlisis de imagen. Un microscopio (Leica DMRE, Wetzlar, Alemania)
fue acoplado a una camara digital (Optronic, Buffalo, Grove, IL, EUA) y las
imagenes fueron procesadas y analizadas utilizando un software (Image-Pro-Plus,
version 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). La viabilidad de la
bioplaca fue evaluada utilizando una técnica de tincion fluorescente utilizando el kit

LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Leiden, Holanda) (Filoche et al., 2004).



4.3.4. Ensayo de agregacion para S. mutans.

S. mutans fue incubado en solucién reguladora de fosfatos (0.05 M, pH = 6.8) a
37°C. Después de esta incubacion fueron adicionados los compuestos &cido
ursolico (1), (3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona (3) y 5-(hidroximetil)-2-
furfural (2) los valores de densidad Optica (DO) fueron tomados a 550 nm y a

diferentes tiempos (0 min, 10 min, 30 min, 60 min, y 120 min).

4.4. ESTUDIO FITOQUIMICO de Prunus domestica.

4.4.1. Preparacion del extracto organico de Prunus domestica.

El extracto organico se prepar6 mediante un proceso de maceraciéon a partir de 2.5
kg de ciruelas pasa y utilizando 4L de diclorometano (CH»Cl,) como disolvente, por
un periodo de 3 dias. La solucion resultante fue filtrada y luego concentrada al
vacio obteniéndose 15.690 g de extracto de consistencia oleosa de color café. El
extracto obtenido se evalud utilizando como bacterias de prueba Streptococcus
mutans y Phorphyromonas gingivalis, las concentraciones minimas inhibitorias

obtenidas fueron de 560.2 y 450.8 pg/mL, respectivamente.

4.4.2. Fraccionamiento primario del extracto de diclorometano.

Una porcion del extracto (14.0 g) fue sometida a un proceso de fraccionamiento
cromatografico en una columna al vacio (10.0 x 35 cm) empacada con 200 g de
gel de silice, utilizando como fase mévil hexano, mezclas de hexano-acetona
(diversas proporciones, Cuadro 4) y acetona. Este proceso generd 50 fracciones

de 500 mL cada a una, las cuales fueron reunidas en base a su similitud



cromatografica, obteniéndose asi ocho fracciones combinadas. El diagrama 1

resume el proceso de fraccionamiento del extracto de diclorometano.

Cuadro 4. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna al vacio del

extracto CH,Cl, obtenido de Prunus domestica.

sistema de | proporcio | fracciones |fracciones |clave peso ()
elucion n obtenidas reunidas

hexano 100 1-3 1-6 FI 2.201
hexano-acetona | 95:5 4-5

hexano-acetona | 90:10 6-8 7-13 Fli 4.871
hexano-acetona | 85:15 9-20 14-19 FlI 1.521
hexano-acetona | 80:20 21-22 20-24 FIV 1.678
hexano-acetona | 75:25 23-24

hexano-acetona | 70:30 25-28 25-30 FV 2.345
hexano-acetona | 65:35 29-33

hexano-acetona | 60:40 34-35 31-37 F-Vi 0.678
hexano-acetona | 50:50 36-37

hexano-acetona | 40:60 38-39

hexano-acetona | 35:65 40-41 38-43 FVII 0.179
hexano-acetona | 30:70 42-43

hexano-acetona | 20:80 44-45 44-50 FVII 0.180
acetona 100 46-50

Cada una de las fracciones reunidas se evalu6é utilizando como bacterias de
prueba S. mutans y P. gingivalis y como resultado de este proceso se obtuvieron

tres fracciones activas (FlI, FllI, FIV).




4.4.3. Fraccionamiento secundario de la fraccién activa Fll.

La fraccion FIl (CMI 568.5 y 340.2 ug/mL para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente) fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta utilizando
como fase estacionaria 150 g de gel de silice y como fase mévil hexano, hexano-
AcOEt (en diversas proporciones. Ver Cuadro 5) y AcOEt. Mediante este proceso
se obtuvieron 76 fracciones que luego fueron reunidas por su similitud

cromatografica, obteniéndose 13 conjuntos de fracciones combinadas.

Cuadro 5. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de

la fraccion FII.
Sistema de | Proporcié | Fracciones | Fracciones | Clave Peso (g9)
elucion n obtenidas reunidas
hexano 100 1-8 1-9 F1 0.0165
hexano-AcOEt 95-5 9-16 10-11 F2 0.2855
hexano-AcOEt 90-10 17-24 12-19 F3 0.2878
hexano-AcOEt 85-15 25-32 20-25 F4 0.2605
hexano-AcOEt 80-20 33-40 26-30 F5 0.1252
hexano-AcOEt 75-25 41-48 31-32 F6 0.0344
hexano-AcOEt 70-30 49-56 33-34 F7 0.0318
hexano-AcOEt 65-35 57-64 35 F8 0.0845
hexano-AcOEt 50-50 65-72 36-40 F9 0.0877
AcOEt 100 73-76 41-48 F10 0.1029
49-55 F11 0.0465
56-60 F12 0.0208
61-76 F13 0.0299




Fruto deshidratado de Prunus domestica
2.5Kg

Extraccion condiclorometano

v
Extracto de diclorometano14.0 g

ccv

Fl Fll Flll FIV FV v Fvill FIX

F1-F13 F1-F13 Fvl-4

N
DP-C012

FIl-10 Flll-10

BE-£81  BE-E83

Diagrama 1. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto CH,Cl, de

Prunus domestica.
4.4.4 .Obtencion del acido ursolico (DP-C01).

A partir de la fraccidon activa Fll precipitd de manera espontanea un sélido de color
blanco el cual fue separado por filtracion al vacio y sometido a mdltiples lavados
utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeOH (1:1). El solido (85 mg) fue identificado

como acido ursélico por comparacion de sus constantes espectroscopicas y



espectrométricas con las reportadas previamente en la literatura (Mahato y Kundu,
1994) y por comparacion directa con una muestra auténtica aislada previamente
de Cigarrilla mexicana. Acido ursélico: sélido amorfo de color blanco; EMIE m/z
456 [M]" (5), 248 (100), 219 (6), 207 (23), 203 (33), 190 (11), 189 (13), 133 (23),
119 (10), 85 (10), 71 (14), 69 (10), 57 (19); RMN-'H (DMSO-dg, 400 MHz,): &y 4.65
(1H, m, H-12), 3.84 (1H, m, H-3), 3.58 (1H, d, J=11.25 Hz, H-18), 0.53 (3H, s,
CHs), 0.31 (3H, d, J=6.4 Hz, CHa), 0.24 (3H, s, CHas), 0.35 (3H, s, CH3), 0.16 (3H,
d, J=6.4 Hz, CH3). RMN-C (DMSO-ds, 100 MHz): 8¢ 178.8 (C-28), ,138.7 (C-13),
125.1 (C-12), 77.1 (C-3), 58.7 (C-18), 52.3 (C-5), 41.5 (C-14).17.9 (C-29), 15.9 (C-

23).

acido ursélico (DP-C01)

4.4.5. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FlII.

La fraccion FllII (CMI 386.8 y 235.7 pug/mL para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente) fue sometida a un fraccionamiento en columna rapida utilizando
como fase estacionaria 60 g de gel de silice 40 uM (Baker) y como fase movil

hexano, hexano-acetona y acetona (en diversas proporciones. Ver Cuadro 6).



Mediante este proceso se obtuvieron 76 fracciones que luego fueron reunidas por

su similitud cromatografica, obteniéndose 13 conjuntos de fracciones combinadas.

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de

la fraccion FlII.

sistema  de | proporcion fracciones | fracciones | clave peso ()

elucién obtenidas reunidas

hexano 100 1-8 1-9 F1 0.0165

hexano- 95-5 9-16 10-11 F2 0.2855

acetona

hexano- 90-10 17-24 12-19 F3 0.2878

acetona

hexano- 85-15 25-32 20-25 F4 0.2605

acetona

hexano- 80-20 33-40 26-30 F5 0.1252

acetona

hexano- 75-25 41-48 31-32 F6 0.0344

acetona

hexano- 70-30 49-56 33-34 F7 0.0318

acetona

hexano- 65-35 57-64 35 F8 0.0845

acetona

hexano- 50-50 65-72 36-40 F9 0.0877

acetona

AcOEt 100 73-76 41-48 F10 0.1029
49-55 F11 0.0465
56-60 F12 0.0208
61-76 F13 0.0299




4.4.6. Obtencion del 5-(hidroximetil)-2-furfural (DP-C03).

La fraccion FlII-10 fue analizada mediante cromatografia en capa fina y revel6 la
presencia de un compuesto mayoritario, por lo que se realiz6 una cromatografia
preparativa en capa delgada. Este proceso permiti6 el aislamiento vy
caracterizacion del 5-(hidroximetil)-2-furfural. 5-(hidroximetil)-2-furfural (2): cera
de color amarillo, EMIE m/z 126 [M]"; RMN-'H (CDCl3, 300 MHz): 64 9.45 (2-CHO),
7.16 (1H, d, J= 3.5 Hz, H-3), 6.48 (1H, d, J= 3.5 Hz,H-4), 4.62 (2H, s, 5-CH,,OH);
RMN-*3C (CDCls, 75 MHz): d¢ 180.0 (2-CHO), 161.2 (C-2), 152.4 (C-5), 123.3 (C-

4), 110.0 (C-3), 57.3 (5-CH,-OH).

4

AN
(@)
1
O

5-(hidroximetil)-2-furfural (DP-C03)
4.4.7. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FVI.

La fraccion FVI (CMI 124.7 y 80.6 pug/mL para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente) fue sometida a un fraccionamiento en columna utilizando una
columna de Sephadex LH-20 (2.5 x 50 cm) como fase estacionaria y como fase
movil metanol. Mediante este proceso se obtuvieron 144 fracciones de 15 mL cada
una. Las fracciones fueron reunidas por su similitud cromatografica, obteniéndose

ocho conjuntos de fracciones combinadas.



Cuadro 7. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de

la fraccion FVI.

sistema de | fracciones | clave
elucion obtenidas

metanol 1-8 FVI-1
metanol 9-16 FVI-2
metanol 17-34 FVI-3
metanol 35-50 FVI-4
metanol 51-70 FVI-5
metanol 71-78 FVI-6
metanol 79-96 FVI-7
metanol 97-100 FVI-8




4.4.8. Obtencion del (3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona (DP-C012).

A partir de la fraccion FVI-4 precipitdo de manera espontanea un solido de color
amarillo el cual fue separado por filtracion al vacio. Este proceso permitio el
aislamiento y caracterizacion de la (3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-
ona (3): cera de color amarillo, EMIE m/z 166.07 [M]", 151 (16), 135 (100). RMN-
4 (MeOD, 360 MHz): 6.79 (1H, d, J = 3.34Hz,H-3"), 6.45 (1H, d, J= 3.34 Hz,H-4"),
7.39 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-4), 6.56 (1H, d J=15.9Hz, H-3), 4.55 (1H, s, 5'-CH3OH),
2.32 (3H,s, CHs); RMN-'*C (MeOD. 360 MHz): 200.6 (C-1), 159.7 (C-5’), 151.9 (C-

2’), 118.7 (C-3"), 111.4 (C-4), 57.1 (5'-CH2-OH).

(3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona (DP-C012)



5. Resultados y Discusion

El anuario estadistico del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos en
el aflo 2006 reporta que la especie Prunus domestica como una de las veinte
especies mas comercializadas en el Mundo y se ha extendido su uso con fines
medicinales. En la actualidad la especie P. domestica se utiliza para tratar
diversos trastornos entre los cuales destacan intestino perezoso, infecciones,
trastornos ocasionados por la menopausia, osteoporosis (Stacewicz-Sapuntzakis
et al., 2001). La alta incidencia de padecimientos infecciosos en México y los
reportes previos sobre el uso de extractos de la ciruela para tratar infecciones de
la piel y su uso para preservar la carne hacen de esta especie un buen candidato
para su estudio. Una vez preseleccionada la especie se procedié a realizar la
determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) para el extracto

derivado de las ciruelas deshidratadas.

5.1. Resultados de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) para el extracto

derivado de las ciruelas pasa.

La determinacion del potencial antibacteriano del extracto se realiz6 mediante el
método de microdilucién en placa de 96 pozos y siguiendo la metodologia descrita
(Wu et al., 2002). Los resultados de esta evaluacion indicaron que el extracto
preparado a partir de los frutos deshidratados (ciruela pasa) de P. domestica
presentd una concentracion minima inhibitoria de 560.2 y 450.8 pg/ml para S.
mutans y P. gingivalis, respectivamente. Los extractos derivados de plantas se
consideran activos contra estas bacterias si su CMI es menor a 1000 pg/ml (Wu et

al., 2002).



5.2. Obtencion y caracterizacion de los principios activos presentes en el

extracto activo.

Con la finalidad de obtener los constituyentes antibacterianos se realizoé un estudio
fitoquimico biodirigido. Este tipo de estudios ha demostrado en diversas ocasiones
ser el mas eficiente para la obtencion de metabolitos secundarios bioactivos de
interés medicinal (Kinghorn et al., 1995, 1993, 1992; Hamburger y Hostettman,
1991). El extracto activo se sometié a un fraccionamiento primario en columna. La
actividad antibacteriana se encontr6 en las fracciones FIl, Flll y FVI. Del
fraccionamiento primario del extracto de diclorometano se obtuvo un conjunto de
seis fracciones finales las cuales se probaron contra S. mutans y P. gingivalis las

CMI para cada fraccion se muestran en el Cuadro 8.



Cuadro 8. CMI de las fracciones obtenidas en el fraccionamiento primario del

extracto de diclorometano sobre las bacterias S. mutans y P. gingivalis.

Fraccion CMI (ug/mL) S. mutans gi'\r?glyivalis(ug/ml_) P.
Fl >1000 >1000

Fll 568.5* 340.2*

Flll 386.8* 235.7*

FIV >1000 >1000

FV >1000 >1000

FVI 124.7* 80.6*

FVII >1000 >1000

FVIII >1000 >1000

*fracciones consideradas activas

El aislamiento y purificacion de los compuestos presentes en las fracciones activas
se realiz6 mediante el empleo de cromatografias abiertas utilizando como
adsorbentes gel de silice y Sephadex-LH20. El proceso global permitié el
aislamiento y caracterizacion de tres metabolitos con actividad antibacteriana, uno
de los cuales se describe por primera vez en la especie y representa el segundo
reporte para este compuesto en la naturaleza. Los compuestos aislados se
caracterizaron como el acido ursdlico (1), el 5-(hidroximetil)-2-furfural (2) y el (3E)-

4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona (3).
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(1), DP-CO01, acido ursélico

(3), DP-C012, (3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona

Figura 5. Compuestos activos aislados a partir de P. domestica

5.2.1. Obtencion de DP-CO01 (1)

De la fraccion activa F-1l, obtenida del fraccionamiento primario del extracto de
diclorometano se obtuvieron 85 mg de un sélido que precipitd de forma
espontanea, este solido se purific6 con sucesivas recristalizaciones con mezclas
de metanol y diclorometano. EI compuesto DP-CO1 con p.f. 262-265°C fue
identificado como el acido ursélico por comparacion de sus constantes
espectroscopicas y espectrometricas con las reportadas en la literatura (Mahato y
Kundu, 1994) y por comparacién con una muestra auténtica aislada de Cigarrilla
mexicana proporcionada gentilmente por la Dra. Rachel Mata. En la Figura 6 se

presenta el espectro de RMN-'H obtenido para el &cido ursélico.
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Figura 6. Espectro de RMN-"H para el 4cido ursélico DMSO-dg, 400MHz.
5.2.2. Obtencion del Compuesto DP-C03. (2)

Del andlisis cromatografico de la fraccion FlII-10 se obtuvo una cera de color
amarillo que fue caracterizada por comparacion directa con una muestra de
referencia y por las constantes espectroscopicas y espectrométricas reportadas en
la literatura como el 5-(hidroximetil)-2-furfural (2) aislado de uva pasa (Palma et al.,

2001).
5.3. Caracterizacion estructural del producto DP-C012 (3).

La elucidacién estructural del compuesto DP-C012 se realiz6 mediante métodos
espectroscopicos y espectrométricos y su elucidacion se describird a detalle en

esta seccion.

El compuesto DP-C012 se obtuvo como una cera de color amarillo. El andlisis del
espectro de masas de alta resolucion permitié determinar un peso molecular de
166.0617 uma y su formula molecular se estableciéo como CgH;1003, que permite un
indice de deficiencia de hidrégenos de 5, el fragmento en m/z 135, sugiere la

pérdida del fragmento [M-CH3zOJ".



Las caracteristicas del espectro de resonancia magnética para carbono trece de
presentaria un compuesto furanico 2,5-disustituido (Don et al., 2006) (Figura 7).
Las sefiales diagnosticas se centran en [6c 200.9 (C-1)] para el carbono del grupo
carbonilo y [0c 151.9 (C-2") y 159.7(C-5)]; para los carbonos cuaternarios que
estan sustituidos en el anillo de furano, [6c 57.1 (CH,OH)] para el carbono unido al
grupo hidroxilo; [6c 115.8 (C-3) y 131.9 (C-4)] para los carbonos hidrogenados
olefinicos en trans. Por ultimo, las sefales para los carbonos aromaticos (C-3’) y

(C-4’) se pueden observar en 118.7 y 111.4 ppm, respectivamente.

c4 C3 (3 cu

C-1

ppm ; 180 ‘ o 140 . 120 ' 100 &
Figura 7. Espectro de RMN C** del compuesto DP-C012 (CD3;0D, 360MHz).

Las sefiales mas importantes observadas en el espectro de RMN'H se resumen a

continuacion:

En la region de los aromaticos se distinguen claramente dos pares de dobletes y

dos singuletes asignables a los hidrogenos H-3' en ( 6.79 J=3.34 Hz) y H-4’ en

(6.45 J=3.34 Hz) del anillo de furano y a los protones trans olefinicos H-3 en (6.56
J=15.9 Hz) y H-4 en (7.39, J= 15.9 Hz) las sefales para los protones aromaticos

se observan que correlacionan en el espectro de HMQC con las absorciones en




dc. Ademas, el espectro de RMN'H presenta un singulete para los dos protones
equivalentes del grupo metileno oxigenado en [y 4.55 y finalmente para un
singulete para el metilo endy 2.32. En la Figura 8 se muestra el espectro de

RMN*H obtenido.
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Figura 8. Espectro de RMN- H' del compuesto DP-C012. (CD;0D, 360 MHz).

El analisis de los principales cuadros de conectividad en el espectro de HMBC
(Figura 9) del producto natural permitié corroborar las posiciones de la cadena
lateral en la posicion 2’ y el hidroximetilo en la posicion 5. Analizando las
principales correlaciones que se pueden observar las correlaciones CH,OH/H-4’,
es congruente con la ubicacion del grupo hidroxilo, C-2/H-1, H-3, H-4 confirman la
posicion del carbonilo y C-2'/H-4’, C-5'/H-3’ corroboran la posicion de los carbonos
cuaternarios dentro del anillo de furano. Con base en las evidencias descritas
anteriormente el compuesto DP-012 se caracterizd0 como la (3E)-4-[(5-
hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona la cual ha sido aislada previamente descrito
como producto natural de la especie Salvia miltiorrhiza y fue nombrado como

remanona C (Don et al., 2006). En la Figura 9 se muestran las correlaciones mas



relevantes observadas en el espectro bidimensional HMBC para el compuesto DP-

C012 (3).
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Figura 9. Espectro de HMBC del compuesto DP-C012 (3).
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Figura 10 Correlaciones mas

importantes observadas en el

bidimensional de 1H y 13 C-HMBC del compuesto DP-C012 (3).

Posicién 5C (ppm) 5-H (ppm) HMBC
2 151.9
3 118.7 6.79 (d, J=3.4) | H-4", H-4
& 111.4 6.45 (d, J=3.4) | H-3’
5 159.7
1 29.7 2.32 H-2
200.9
115.8 6.56 (d, | H-3", H-4
J=15.9)
4 131.9 7.39 (d, | H-3, H-3
J=15.9)

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de

para el compuesto DP-C012 (3).

espectro

carbono e hidrogeno en partes por millén

5.4. Evaluacion del potencial antimicrobiano de los metabolitos secundarios

y su efecto sobre la formacion de bioplacas.

El potencial antibacteriano de los metabolitos secundarios obtenidos de P.

domestica se determind mediante

la evaluacion de sus efectos sobre el



crecimiento las bacterias S. mutans y P. gingivalis. En general todos los
compuestos aislados presentaron un efecto antibacteriano con concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) en el rango de 0.083 y 1.43 mM En el Cuadro 9 se

presentan las CMI’s para cada uno de los compuestos aislados.

Cuadro 9. CMI de los compuestos aislados sobre las bacterias S. mutans y P.

gingivalis.
Compuesto CMI (mM) S. mutans CMI (mM) P. gingivalis
DP-CO1 0.115 0.087
DP-C03 1.43 0.956
DP-C012 0.148 0.083
CHX? 0.001 0.0003

4CHX: gluconato de clorhexidina
5.4.1 Efecto de los compuestos aislados sobre la agregacion de S. mutans.

Para obtener mayor informacion acerca de los efectos de los compuestos aislados
sobre la agregacion de bacterias se decidi6 medir su efecto sobre la formacion de
agregados por parte de S. mutans. Los resultados de este experimento indican
que solo el acido ursélico presenté un efecto positivo sobre la agregacion de S.
mutans. En la grafica 1 se observa que el acido ursélico induce una agregacion
dependiente del tiempo con un efecto maximo a los 120 min lo cual es de gran
importancia debido a que una bacteria que se agrega ya no puede formar una
bioplaca en la Figura 11 se ilustra el efecto del acido ursolico sobre un cultivo de

S. mutans.
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Grafica 1. Efecto de los compuestos aislados de P. domestica sobre la agregacién

de S. mutans
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Figura 11. Efecto del tratamiento con &cido ursélico a 37°C durante 60 minutos.

(A) cultivo tratado y (B) control (PBS).

5.4.2. Efecto del acido ursolico sobre la formacion bioplacas monoespecie

por parte de S. mutans.

Con la finalidad de iniciar los estudios del efecto de los compuestos activos sobre
la formacion de una bioplaca monoespecie se decidié explorar el efecto de cada
uno de los compuestos puros utilizando como especie blanco a S. mutans. El
acido ursdlico fue el unico compuesto que presentd un efecto inhibitorio sobre la
formacién de la bioplaca por parte de S. mutans a una concentracion de 100.2
pug/mL. Este resultado es congruente con la induccion de la agregacion de las
bacterias plancténicas las cuales son necesarias para el inicio de la formacién de

las bioplacas.



5.4.3. Desarrollo de la bioplaca multiespecies bajo condiciones anaerdbicas.

El potencial para inhibir la formacion de la bioplaca multiespecies por parte del
acido ursodlico se determind utilizando tres especies de bacterias. Las especies
que se utilizaron fueron S. gordonii, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans y
fueron elegidas por su rol en la agregacion, colonizacion, patogenicidad y
caracteristicas morfologicas (Kolenbrander et al., 2002,1990). Los resultados
obtenidos de la evaluacion del efecto del acido ursolico sobre la formacion de la
bioplaca multiespecie se muestran en la figura 12 y 13. Como se desprende de
estos resultados el acido ursélico inhibe la formacién de la bioplaca formada por S.
gordonii, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans. La concentracion de &cido
ursolico utilizada fue 200 pug/mL. Las figuras 12 y 13 muestran la viabilidad de la

bioplaca antes y después de la adicion del acido ursélico



bacterias vivas bacterias muertas

bacterias vivas bacterias muertas

Figura 12. (A) Bioplaca mutiespecies de S. gordonii, F. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans desarrollado durante toda la noche anaerébicamente en
caldo Schaedler en condiciones anaerdbicas y de flujo antes del tratamiento con
acido ursdlico (vivas/muertas = 4:1). (B) Bioplaca mutiespecies de S. gordonii, F.
nucleatum y A. actinomycetemcomitans después del tratamiento con &acido

ursolico por 20 minutos (Vivas/muertas = 1:5).



5.4.4. Evaluacién de la citotoxicidad de los compuestos aislados.

Con la finalidad de determinar el potencial citotdxico in vitro de los compuestos
aislados se sometieron al ensayo de citotoxicidad contra un panel de lineas
celulares, como podemos observar en el cuadro 10 los compuestos aislados acido
ursolico (DP-C01), 5-(hidroximetil)-2-furfural (DP-CO03), (3E)-4-[(5-hidroximetil)-2-
furil]-but-3-en-2-ona (DP-C012) no presentaron un efecto citotoxico en las lineas

celulares usadas en el ensayo.

Cuadro 10. Citotoxicidad del compuesto DP-C012.

muestra Linea celular®
Lul LNCaP | MCF-7 HUVEC

Extracto >20 >20 >20 >20
diclorometano®

DP-CO1 >20 >20 >20 >20
DP-CO12 >20 >20 >20 >20
DP-CO3 >20 >20 >20 >20
Paclitaxel® >20 >20 0.4 >20
Camptotecina® >20 >20 >20 >20

a) Los resultados se expresan como CEsg y los valores se encuentran en nM

b) Clave para las lineas utilizadas: Lul, cancer de pulmén humano; LNCaP, cancer de préstata humano
dependiente de hormonas; MCF-7, cancer de mama humano; HUVEC, células de la vena del cordén
umbilical humano.

c) Controles positivos



6. Conclusiones

La informacion cientifica que se generé en esta investigacion representa una

contribucién al conocimiento quimico y bioldgico de la especie Prunus domestica.

El efecto antibacteriano que presenta el extracto integro preparado a partir de las
ciruelas pasa y el uso de la especie para el tratamiento de infecciones y como
conservador sustentan, de manera preliminar y parcial, la eficiencia de la especie

en las practicas médicas populares.

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto preparado a partir de los frutos secos
de Prunus domestica permitié establecer los compuestos antibacterianos de la
especie. De acuerdo con la potencia mostrada por los constituyentes aislados de
las fracciones activas se concluy6 que el acido ursolico, 5-(hidroximetil)-2-furfural y
la (3E)-4-[(5-(hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona constituyen los compuestos con
actividad antimicrobiana sobre S.mutans y P. gingivalis. La actividad de los
compuestos fue menor a la observada para el control positivo clorhexidina. La
evidencia experimental obtenida en la presente investigacion permite sugerir que
el acido ursolico ademas de su efecto antibacteriano promueve la agregacion de
S. mutans. Este efecto se encuentra relacionado directamente con la formacion de
las bioplacas ya que para que las bacterias puedan formar una bioplaca necesitan

estar en su forma libre.

La presencia del (3E)-4-[(5- (hidroximetil)-2-furil]-but-3-en-2-ona constituye una
aportacion original al conocimiento de la quimica del género, ya que la presencia

de este compuesto no tiene precedente. Previamente este compuesto ha sido



descrito en sOlo una ocasion en la naturaleza y fue aislado por Don vy

colaboradores (2006) de la especie Salvia miltiorrhiza.

La presencia del acido ursélico en las ciruelas pasa apoyan el uso para el
tratamiento de las ulceras bucales. En este contexto, estudios previos reportan
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Microsporium lenosum, asi como también, las bacterias y levaduras asociadas a la
descomposicion de los alimentos. Entre las propiedades quimiopreventivas del
acido ursolico estan aquellas relacionadas a su capacidad para inducir apoptosis.
Por otra parte, el compuesto es util en la prevencion del envejecimiento prematuro
de la piel por la exposicion a la radiacion UV y es considerado un nuevo agente en
el combate del cancer de piel. Este triterpeno posee una amplia gama de
actividades biol6gicas entre los que destacan: actividad antioxidante,
hepatoprotectora, antiinflamatoria, analgésica, antipirética, vasodilatadora,

antihiperlipidémica, hipoglucemiante, y antiulcerosa.

El extracto y los compuestos aislados no presentaron una actividad citotdxica

significativa sobre el panel de lineas celulares que se utilizaron.



7. PERSPECTIVAS GENERALES DE LA PRESENTE INVESTIGACION.

Determinar el potencial antibacteriano de los frutos frescos de P. serotina.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia

para cuantificar los principios activos en el extracto integro.

Establecer un modelo in vivo para estudiar el efecto del acido ursélico sobre la

formacion de la bioplaca.

Estudiar a detalle el mecanismo de accidén mediante el cual &cido ursélico inhibe la

formacion de las diferentes bioplacas.

Establecer el efecto que tienen los compuestos activos sobre la enzima

glucosiltransferasa de S. mutans y sobre las proteasas de P. gingivalis.
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