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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales, que han constituido la base para procurar la salud
en todo el mundo desde tiempos inmemorables, siguen utilizandose ampliamente
y tienen una importancia consistente en el mundo actual. Todos los pueblos del
mundo han usado a las plantas medicinales para atender sus problemas de salud
y la gran mayoria de los paises desarrollados y en vias de desarrollo siguen
haciendo uso de ellas (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana,
1994). Desde sus origenes, la humanidad ha buscado en las plantas una
alternativa para tratar los padecimientos que la aquejan, plantas cuyas
propiedades terapéuticas han sentado las bases de la medicina empirica, la que
se ha mantenido durante siglos sin que los conocimientos cientificos modernos
hayan podido prescindir de ellas (Mitscher et al., 2000).

En lo que respecta al uso de plantas con fines curativos, México posee una
rica tradicion en el empleo de plantas medicinales entre sus variadas practicas
curativas tradicionales o populares. Aproximadamente 62 diferentes grupos
étnicos viven en México actualmente, cada uno con su propia cultura, dialecto y
repertorio de hierbas medicinales (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional
Mexicana, 1994; Lozoya, 1993; Aguilar, 2001).

En México, se estima que existen alrededor de 30,000 especies de plantas
y se calcula que la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas
con un potencial terapéutico benéfico e increiblemente solo el 1% de estas
plantas medicinales ha sido estudiado a fondo considerando estas propiedades
medicinales potenciales (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana,
1994).

De estas especies, se describe un grupo basico de 1000 plantas que han
sido empleadas en la medicina tradicional de México durante casi 400 afios para
el tratamiento de enfermedades comunes como infecciones respiratorias y de la
piel, desordenes gastrointestinales, hipertension, dolor, diabetes o para inducir el
suefio o el parto (Lozoya, 1993). En este contexto, tomando en cuenta que las
enfermedades de la cavidad oral se encuentran entre las mas comunes en México

(SSA, 2006), es necesario llevar a cabo mayor investigacion sobre plantas con
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actividad antibacteriana sobre bacterias que se desarrollan en la cavidad oral. En
este marco de referencia se plante6 el presente proyecto de investigacion que
describe el estudio fitoquimico de la corteza de la especie Amphymperigium

adstringens.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades orales de origen microbiano.

Las enfermedades orales incluyendo caries dental, enfermedades
periodontales (enfermedades de las encias, mandibulares y de los tejidos que
soportan los dientes) y pérdida de los dientes afectan a mas personas en el
mundo en comparacion con cualquier otra enfermedad (Wu et al., 2002).

En la denticién temporal, la caries suele comenzar a partir de los 3— 4
afos, y en la permanente el periodo de maxima exposicion es de los 8 a los 20
afios. La caries afecta a la calidad de vida infantil por producir dolor e
infecciones que pueden desencadenar enfermedades sistémicas o la
destruccion de la pieza dental. Las medidas de prevencién primaria de la caries
son més eficientes que las recomendaciones frente a las mal oclusiones o los
traumatismos. Es una enfermedad multifactorial dependiente de las relaciones
entre cuatro importantes grupos de factores: microbianos, huésped,
ambientales y de tiempo; asi pues, su prevencion se basard en actuaciones
sobre cada uno de los factores etiolégicos para conseguir:

a) Aumentar la resistencia del huésped (flior, sellado de fisuras y
correccion de mal oclusién); b) Reducir el nimero de microorganismos (control
de la placa dental y actuacién contra la flora); ¢) Modificar los factores
ambientales adversos (cambios dietéticos); d) Limitar el tiempo de permanencia
de los alimentos cariogénicos en la boca (frecuencia de ingestion de
alimentos), interviniendo en todos los apartados mediante la educacion
sanitaria (Gestal et al., 2001).

El estudiar a la boca como un compartimiento aislado del resto del
cuerpo es un punto de vista que debe cesar, ya que la salud bucal afecta a la
salud general de las personal al causar dolor y sufrimiento al cambiar los
habitos alimenticios, la capacidad de hablar y en general su calidad de vida.
Las enfermedades bucales son las mas comunes de las enfermedades
cronicas y son importantes por su prevalencia, y su impacto sobre los
individuos y la sociedad en general, ademas de que el alto costo de los
tratamientos de algunas de estas enfermedades excluye a gran parte de la

sociedad. Los factores de riesgo para adquirir enfermedades bucales son bien



conocidos y son comunes para otras enfermedades crénicas, estos factores
son: dieta, pobre higiene bucal, tabaquismo, alcoholismo, lastimaduras y estrés
(OMS, 2005).

En algunos paises, los padecimientos de la cavidad bucal ocupan el
cuarto lugar en cuanto a costo de tratamiento. Se estima que su tratamiento
representa entre el 5% y el 10% del gasto sanitario de los paises
industrializados, y esta por encima de los recursos de muchos paises en
desarrollo. La situacién para los adultos en paises en desarrollo es peor, ya
gue normalmente sufren de acumulacién de enfermedades bucales no tratadas
y a pesar de que hay millones de personas en esta situacion, los altos costos
de los tratamientos necesarios en este tipo de enfermedades complejas es aun
mayor que el necesario para tratar a infantes, lo cual se traduce en mayor
decaimiento de la salud bucal, mayores costos e intervenciones clinicas
inefectivas (OMS, 2005).

Las caries severas afectan a los nifios en su calidad de vida:
experimentan dolor, molestia fisica, desfiguramiento, infecciones agudas y
cronicas, desordenes alimenticios y de suefio asi como aumento en el riesgo
de hospitalizacion, altos costos de tratamientos y pérdida de actividades
escolares (OMS, 2005).

Es importante conocer la prevalencia de caries, la salud bucal y la
alimentacion: pues intervienen en el crecimiento craneofacial, el cAncer oral y la
presencia de enfermedades infecciosas. Una condicion nutricional deficiente
afecta el desarrollo de los dientes y la alimentacion, en caso de dietas ricas en
carbohidratos, se suma como factor importante en la poblacion bacteriana de la
boca, por lo que estos factores pueden favorecer la caries y la enfermedad
periodontal. Por otra parte, la implementacion de programas de fluoracion del
agua y la adicion de fldor a la leche o la sal, permiten afirmar que un suministro
adecuado de este mineral previene el desarrollo de caries dental (Aguilera et
al., 2005).

La Figura 1 ilustra los niveles (severidad) de caries dental en nifios de 12
afios de edad medidos de acuerdo a los indices de decaimiento, pérdida y
reparacion dental (Decayed, Missing and Filled Teeth index, DMFT); los paises
en color verde presentan un indice muy bajo de DMFT, mientras que los paises

en color azul presentan un indice bajo, en color amarillo se muestran los paises
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con un indice moderado y en color rojo los que tienen un indice alto (Petersen
et al., 2005).

Decaimiento, Pérdida y
Reparacién Dental
[IMuy bajo<1.2
[Bajo1.2-2.6
[IModerado 2.7-4.4 o %!
[ Alto>4.4 /
[——INo se tiene informacion

Figura 1. indice DMFT alrededor del mundo (Petersen et al., 2005).

En décadas pasadas, un gran numero de investigaciones han
demostrado que la caries se encuentra ligada con aspectos sociales y
culturales, la Figura 2, resume los factores de riesgo relacionados con la caries
dental. Este modelo estd basado en la evidencia disponible de potenciales
riesgos socioculturales, los cuales han sido determinados principalmente en
paises industrializados debido a la alta prevalencia y severidad de esta
enfermedad dental.



Empleo de Resultado
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Figura 2. Factores de riesgo relacionados con la caries dental (Petersen, 2005).

2.2. Microorganismos de la cavidad oral

La cavidad oral es uno de los sitios anatbmicos méas densamente
poblados por bacterias, hongos y levaduras; se han aislado alrededor de 500
especies diferentes de microorganismos, de las cuales al menos el 70%
corresponden a bacterias y este niumero continla incrementandose debido a
los avances tecnoldgicos recientes. En el Cuadro 1 se resumen los diferentes

microorganismos que se han aislado de la cavidad oral.

Cuadro 1. Microorganismos aislados de la cavidad oral.

Género Especie

Abiotrophia A. Defectiva y A. adiacens

Actinobacillus A. Actinomycetemcomitans**

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

Alloicoccus A. otiditis

Bacillus B. cereus

Bacteriodes 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




Cuadro 1. Microorganismos aislados de la cavidad oral (continuacion).

Género

Especie

Clostridium

C. difficile, C. ramnosum, C. sporogenesy C.

malenominatum

Corynebacterium C. matruchaotii

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

Herpex simplex

Lactobacillus ***

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

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

Lactococcus

L. lactis y L. garniae

Leptotrichia***

L. buccalis

Leuconostoc

L. messenteroides

Mycoplasma

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

M. orale

Neisseria***

N. cinérea, 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

*kk

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

prevotii

Porphyromonas ***

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




Cuadro 1. Microorganismos aislados de la cavidad oral (continuacion).

Género Especie

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. acnés, 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

Streptococcus*** S. mutans*, S. rattus, S. cricetus, S. sobrinus*, S. ferus,
S. downei, S. 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, S. agalactiae

Treponema*** T. vincentii
Tricomonas T. tenax
Veillonella*** V. parvula, V. atypica, V. dispar

* Microorganismos directamente relacionados a la formacion de placa dentobacteriana.
** Microorganismos relacionados al desarrollo de enfermedades periodontales.
*** Géneros mas representativos de la flora oral (Liébana, 2002)

Estos microorganismos colonizan las superficies orales, en donde
forman consorcios microbianos conocidos como placa dentobacteriana o
biofilms. Dentro de los microorganismos que forman estos consorcios en la
cavidad oral, Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis han sido
reconocidos como los patdégenos responsables de la caries dental y la
periodontitis en adultos respectivamente. Sin embargo estos microorganismos
no siempre comprenden la porcion mayoritaria de la microflora inicial en las
lesiones y enfermedades bucales, pero su numero se incrementa
considerablemente conforme las enfermedades progresan. Las enfermedades
orales como la caries dental, periodontitis y mal olor bucal comienzan siempre

en la interfase entre el ecosistema microbiano y el tejido del hospedero, en




casos graves estas infecciones orales pueden producir infecciones en 6rganos
adyacentes como enfermedades del aparato respiratorio (Takahashi, 2005).

La enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio que se produce
en los tejidos circundantes de los dientes como respuesta a la formacion de la
placa dentobacteriana. Esta enfermedad es particularmente comun en
pacientes con los sindromes de Papillon-LeFevre o de Down,
inmunosupresiéon, fumadores o con mala higiene bucal. La sintomatologia
clinica casi siempre se asocia al incremento de un determinado numero de
especies anaerobias en la placa subgingival, por lo que debe considerarse
como una enfermedad infecciosa bacteriana cronica (Linares, 2003). Existen
una serie de evidencias que respaldan claramente el origen infeccioso de la
enfermedad como lo son: a) mejora clinica tras la eliminacion de las bacterias
subgingivales; b) modelos animales en los que se ha demostrado la
destruccion periodontal por bacterias; c) respuesta inmune celular y produccién
de anticuerpos especificos frente a las bacterias asociadas a periodontitis.

En la enfermedad peridontal no hay una uUnica especie bacteriana
implicada, sino varias. Entre las bacterias que se han implicado directamente
en la patogenia de la enfermedad periodontal se encuentran: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Bacteroides forsythus y Treponema denticola. Otras especies bacterianas
como Prevotella nigrescens, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus micros,
Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, etc, tienen un papel menos
relevante, aunque ocasionalmente se han relacionado con algunas formas de

enfermedad periodontal (Linares, 2003).

2.3 Bioplaca

Las bioplacas son comunidades sésiles, en las que los microorganismos
gue la conforman se encuentran asociados entre si y con sustratos sélidos por
medio de uniones e inclusiones con una matriz de exopolimeros. Las
microcolonias de bacterias que forman las bioplacas, se encuentran
encapsuladas en una matriz compuesta de una sustancia polimérica
extracelular (SPE) la cual les ayuda a adherirse a las superficies y
estabilizarse. La SPE esta formada principalmente por polisacéaridos y puede



contener solo proteinas y acidos nucleicos. Estas comunidades 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; Gilbert et al., 1997; Watnick et al., 2000).

Las bioplacas pueden encontrarse en todos los medios donde existan
bacterias: en el medio natural, clinico o industrial. Las bacterias solamente
requieren de un medio acuoso y de la presencia de nutrientes para poder
formar una bioplaca, se pueden desarrollar sobre superficies hidrofobas o
hidréfilas, bidticas o abidticas. Las bioplacas 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).

2.3.1. Fases de la formacidén de las bioplacas.

La formacion de las bioplacas no se lleva a cabo de manera aleatoria, ya
que sigue una serie de pasos que permiten su prediccion, se han identificado
cinco fases: la primera de ellas es la adsorcion reversible de la bacteria a la
superficie, seguida de la union irreversible, una primera fase de maduracién
con crecimiento y division, la fase de produccion de exopolimero y el desarrollo
final de la colonia con dispersion de células colonizadoras (Piera, 2003).

2.3.1.1. Acondicionamiento de la superficie.

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



2.3.1.2. Adsorcion y fijacion.

La adhesion de las bacterias a los sustratos puede ser activa (por medio
de flagelos, pilis, adhesinas, capsula y cargas superficiales), o pasiva (por
gravedad, difusién, y dinamica de fluidos). En pocos minutos, las bacterias
libres que encuentran la superficie acondicionada, forman con ella una union
reversible que depende de las cargas eléctricas de la superficie bacteriana, si
esta unidon se mantiene el tiempo suficiente se hara permanente e irreversible
(Piera, 2003; Dreeszen, 2003).

2.3.1.3. Maduracion.

Cuando las bacterias se han unido a la superficie comienza el
crecimiento y la division celular, posteriormente se inicia la sintesis de una
mezcla de polimeros, de consistencia pegajosa, que es excretada para
mantener unidas a las células entre si y con la superficie. La composicion del
exopolimero o glicolalix no se conoce de manera exacta, se sabe que consta
de polisacaridos de diversos azucares como: glucosa, fructosa, manosa, N—
acetilglucosamina, etc. También puede contener proteinas libres, fosfolipidos y
acidos nucléicos. El glicocalix es excretado 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 i6nico para atrapar y
concentrar los nutrientes. En una bioplaca madura, la mayor parte del volumen
estd ocupado por la matriz laxante organizada (75-95%), unas pocas bacterias
(5—-25%), que proporcionan una cubierta gelatinosa y deslizante a la superficie
colonizada, con un considerable volumen de agua (Piera, 2003).

2.3.1.4. Crecimiento y dispersion.

La colonia bacteriana se encuentra en division continua, y por lo tanto
libera periodicamente ceélulas que se repartiran, estas células se nombran
nuevos colonizadores, y se establecen facilmente ya que aprovechan los

residuos y nutrientes liberados por las primeras bacterias que formaron la
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bioplaca, y los utilizan para preparar la nueva superficie. Esta colonizacion se
encuentra relacionada con la evolucién y la supervivencia de las bacterias a

largo plazo (Piera, 2003).

2.3.1.5. Resistencia de las bioplacas.

Las bioplacas confieren estabilidad ambiental a las bacterias para
crecer, ademas proporcionan proteccion a los cambios ambientales como: pH,
deshidratacion, salinidad, agentes antimicrobianos, fagocitosis (Hall-Stoodley
et al., 2004).

Una consecuencia de que las bacterias se desarrollen dentro de estos
consorcios es la dificultad que implica su control, tanto en el medio ambiente,
como en la medicina, ya que la bioplaca tiene una gran resistencia a los
agentes quimicos (antimicrobianos y antibioticos). Los mecanismos asociados
con esta resistencia no son conocidos totalmente, sin embargo se cree que
esta caracteristica esta relacionada con: i) ambientes de nutrientes modificados
y supresion de la velocidad de crecimiento dentro de la bioplaca (disminucién
de la actividad metabdlica disminuye la efectividad de algunos agentes
antimicrobianos); ii) interacciones directas entre la matriz exopolimérica y sus
constituyentes, disminuyen la difusion y disponibilidad de los compuestos
antibacterianos (proteccion contra superéxidos, metales e inmunoglobulinas por
neutralizacion); iii) el desarrollo de la bioplaca produce la expresién de
fenotipos especificos (crecimiento de sub-poblaciones de fenotipos resistentes
o persistentes), (Gilbert et al., 1997; Hall-Stoodley et al., 2004).

Cabe sefialar que los primeros colonizadores de la bioplaca concentran
la materia organica de la superficie y la metabolizan, una vez formado el
polimero extracelular, la capacidad de retencion de nutrietes aumenta, ya que
la SPE atrapa nutrientes, y otros microorganismos que se mezclan con los
colonizadores primerios. En este medio las sustancias que son inutiles o
dafinas para algunas bacterias, pueden ser utilizadas por otras, llevando a que
los recursos bioquimicos de las diferentes especies bacterianas adquieran la
capacidad de digerir aportes alimentarios que ninguna de ellas podria

aprovechar en solitario (Piera, 2003).
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2.4 Antecedentes de Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht
(cuachalalate).

El cuachalalate es un arbol endémico de México que pertenece a la
familia Anacardiaceae y es ampliamente utilizada con fines terapéuticos a lo
largo del pais. Mide aproximadamente 8 metros de altura (ver Figura 4), su
corteza tiene escamas engrosadas Yy lenticelas redondas y protuberantes; la
parte lisa de la corteza es grisdcea y la parte interna tiene una coloracién que
va de crema rosado a rosa-rojizo, fibrosa, con un exudado blanco cremoso,
astringente y de olor picante (FHEUM, 2001). También se conoce con los
nombres de palo de rosa, volador, matixeran, quechalalatl, cuachalalatl y
cuachalala y es cultivada en la selva baja de los estados de Michoacén,
Guerrero, Oaxaca, Morelos y Puebla. Se le ha encontrado en el "Cafién de los
Lobos", en la Sierra de Huautla, en los alrededores de Xoxocotla, en los
municipios de Yautepec, Yecapixtla, Miacatlan, Coatlan, Puente de Ixtla,
Amacuzac, Tlaquiltenango, Tlaltizapan y Jojutla, entre otros (Olivera-Ortega et
al., 1999; Hernandez, 1959). La Figura 3 muestra las zonas de la Republica
Mexicana en la que se encuentra Amphipterygium adstringens de forma
natural.

La palabra "cuachalalate" es la hispanizacién de "cuauchachalatli",
palabra de origen nahuatl. Etimolégicamente hablando, el vocablo
cuauchachalatli se compone de cuahuitl que significa arbol, y chachalatli,
nombre que designa a cierto pajaro hablador, mejor conocido vulgarmente
como chachalaca (Chamepetes unicolor, Salvin). Cuachalalate significa
literalmente: arbol de la chachalaca (Atlas de las Plantas de la Medicina

Tradicional Mexicana, 1994).
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Figura 3. Mapa de distribucion de Amphipterygium adstringens en México
(Cuevas, 2005).

La corteza se utiliza tradicionalmente para el tratamiento de fiebre,
heridas  recientes, hipercolesterolemia, Ulceras  gastricas, cancer
gastrointestinal y algunas condiciones inflamatorias; también se le atribuyen las
cualidades de ser un antibidtico y de disolver calculos renales. Tal vez por su
efecto astringente, la corteza de cuachalalate se emplea en algunos problemas
de la sangre y de la circulaciéon (Olivera-Ortega et al., 1999; Atlas de las
Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 1994).

La gente le atribuye un efecto purificador y desintoxicante sanguineo,
ademas de curar las varices. Otros usos reportados para esta corteza en la
medicina tradicional mexicana son: tratamiento de las rozaduras de bebés,
golpes piquetes de animales venenosos; lavados vaginales cuando se
presentan infecciones en esta region del cuerpo, fiebre puerperal, inflamacion,
infeccion o caida de la matriz y de ovarios. También es utilizado para
malestares digestivos, dolor de estdbmago, para el higado, la vesicula, contra la
tifoidea y en problemas bucales como dolor de muelas, para endurecer las

encias, en casos de estomatitis o fuegos en la boca. Se usa en caso de
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afecciones respiratorias, tos, inflamacion de las anginas, resfriados,
tuberculosis y enfermedades pulmonares. (Olivera-Ortega et al., 1999; Atlas de
las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 1994).

El 4cido masticadiendnico (1) y el acido 3a-hidroximasticadienénico (2)
son los principales compuestos de la corteza de A. adstringens, siendo ambos
compuestos triterpenoides (Navarrete et al., 2006).

Algunas investigaciones indican que otros componentes de la corteza
de cuachalalate son los &cidos cuachalalalico (3), instipolinacico (4), epi-
oleandlico (5) e iso—masticadiendnico (6) (triterpenoides) (Navarrete et al.,
2006), ademéas de pB-sitosterol (7) y tres acidos alquil anacardicos (8-10).
Ademas se han identificado naftalenos de cadena larga como el acido 3—
dodecil-1,8—dihidroxi—2—naftoico (11), &cido (14b,24E) —3—oxolanosta—7,24—
dien—26—oico (12) (Rivero—Cruz et al., 2005), otras investigaciones han
reportado la presencia del &cido 3a-hidroxi—-6—oxo0-7,24Z—-tirucaladien—26—oico
(13), acido 3,7—-dioxo-8,24Z-tirucaladien—26—oico (14), 3o-hidroxi—7—oxo—
8,24Z—tirucaladien—26—oico  (15), &cido  7-11-dioxo—3a-—hidroxi—8,24Z—
tirucaladien—26—oico (16), acido 3,8—-dioxo—7p-hidroxi—7,9—cicro—7,8—seco—
247Z- tirucaladien—26-oico (17), 3o—hidroxi—11a, 120—epoxi—oleanano—28,13p3-
olido (18) ocotillona (19) (Makino et al., 2003), y acidos anacardicos (20-24)
asi como algunos aldehidos anacardicos (25-27) (Mata et al., 1991). Las

estructuras de algunos de estos compuestos se muestran en el Cuadro 2.
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Figura 4. Arbol y corteza de Amphipterygium adstringens (CONABIO, 2008).
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Cuadro 2. Compuestos aislados a partir de la corteza de Amphipterygium

adstringens.
] Compuesto Estructura Referencia
Acido masticadienénico g €o%" | Navarrete et
1) al., 2006.
< €o°" | Navarrete et
al., 2006.

Acido 30—
hidroximasticadienénico

)

o

gy

AN Navarrete et
al., 2006.

Acido cuachalalalico (3)

Ho\\\\\\.h

)

...n,,,”

AN Navarrete et
al., 2006.

Acido instipolinacico (4)

...:u””

Connnyy)

COOH

Navarrete et
al., 2006.

Acido epi—oleandlico

(5)
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Cuadro 2. Compuestos aislados a partir de la corteza de Amphipterygium
adstringens continuacion).

Compuesto Estructura Referencia
B—sitosterol Makino et al.,
(") 2003.

_ HO
Acido  3-dodecil-1,8- Rivero et al.,
dihidroxi-2-naftoico 2005.
(11)
COOH

Acido  (14b,24E)-3- ] 2% Rivero et al.,
oxolanosta-7,24-dien- : M 2005.
26-0ico "
(12)
Acido 3a-hidroxi-6- Makino et al.,
0X0-7,24Z- 2003.
tirucaladien-26-oico
(13)

HO\\\\““A
Acido 3,7-dioxo- Makino et al.,
8,24Z-tirucaladien-26- 2003.

oico
(14)
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Cuadro 2. Compuestos aislados a partir de la corteza de Amphipterygium

adstringens (continuacion).

Compuesto Estructura Referencia
3a-hidroxi-7-oxo- Makino et al.,
8,24Z-tirucaladien-26- 2003.
oico
(15)

How
Acido 7-11-dioxo-30- Makino et al.,
hidroxi-8,24Z- 2003.
tirucaladien-26-oico
(16)

HOW™™
Acido 3,8-dioxo-7p- Makino et al.,
hidroxi-7,9-cicro-7,8- 2003.
seco-247-
tirucaladien-26-oico
(17)
3a-hidroxi-11a, 120- Makino et al.,
epoxi-oleanano- 2003.
28,13p-olido
(18)
Ocotilona Makino et al.,
(29) 2003.
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Cuadro 2. Compuestos aislados a partir de la corteza de Amphipterygium

adstringens (continuacion).

Compuesto Estructura Referencia
Acidos anacérdicos Mata et al., 1991.
(20-24) COOH

HO R

R = (CH2)14CH3 (20)

R= (CH2)15CH3 (21)

R = (CH2)16CH3 (22)

R= (CH2)18CH3 (23)

R = (CH2)14-CH:CH-(CH2)2CH3 (24)
Aldehidos CHO Mata et al., 1991.
anacardicos
(25-27) HO R

R= (CH2)17CH3 (25)

R = (CH2)19CH3 (26)

R = (CH2)21CH3 (27)

2.4.1. Actividad bioldégica de los compuestos aislados de Amphipterygium

adstringens.

Se ha descrito la presencia de diversos compuestos activos aislados a

partir de la corteza de A. adstringens (cuachalalate), los cuales se resumen en

el Cuadro 3.

Cuadro 3. Compuestos activos aislados del cuachalalate.

Compuesto/extracto Actividad Referencia
Acido masticadienonico (1) | Antiinflamatorio Navarrete et al.,
Citotoxico para células de 2006; Oviedo-
leucemia (L-12-10) Chavez et al.,
2004.

Castillo-Juarez et
al., 2007.
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Cuadro 3. Compuestos activos aislados del cuachalalate (continuacion).

Compuesto/extracto Actividad Referencia

Acido 3a— Gastroprotector Navarrete et al.,

hidroximasticadienoénico (2) Antiinflamatorio 2006; Oviedo-
Citotoxico para células de Chévez et al.,
leucemia (L—12-10) 2004.

Anti-Helicobacter pylori

Castillo-Juarez et
al., 2007.

Acido 3—epioleandlico (3) Gastroprotector Navarrete et al.,
2006.
Castillo-Juarez et
al., 2007.

B—sitosterol (5) Gastroprotector Navarrete et al.,

2006.
Castillo-Juarez et
al., 2007.

Mezcla de acidos
anacardicos

Inhibidores enzimaticos
Antitumorales
Antimicriobianos
Antiacné
Antialimentario

Navarrete et al.,
2006.

Acido (14b,24E)-3-
oxolanosta-7,24-dien-26-oico
(10)

Actividad contra
Mycobacterium tuberculosis

Rivero-Cruz et al.,
2005.

Acido (14b,24E)-3-
hidroxilanosta-7,24-dien-26-
oico

Actividad contra
Mycobacterium tuberculosis

Rivero-Cruz et al.,
2005.

Acido 3a-hidroxi-6-oxo- Citotdxico para células de Makino et al.,
7,24Z-tirucaladien-26-oico leucemia (L—12-10) 2003.

(11)

Acido 3,7-dioxo-8,24Z- Citotoxico para células de Makino et al.,
tirucaladien-26-oico leucemia (L—12-10) 2003.

(12)

3a-hidroxi-7-ox0-8,24Z- Citotoxico para células de Makino et al.,
tirucaladien-26-oico leucemia (L—12-10) 2003.

(13)

Acido 7-11-dioxo-3a-hidroxi- | Citotéxico para células de Makino et al.,
8,24Z-tirucaladien-26-oico leucemia (L—12-10) 2003.

(14)

Acido 3,8-dioxo-7B-hidroxi- Citotéxico para células de Makino et al.,
7,9-cicro-7,8-seco-24Z- leucemia (L—12-10) 2003.

tirucaladien-26-oico (15)

En estudios recientes sobre la determinacion de parametros de

seguridad de plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, se clasifica

a Amphiterygium adstringens como planta no toxica debido a que presenta una
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DLsp > 5000 mg/kg. El extracto de cloroformo-metanol (1:1) de la corteza no
presenta efecto mutagénico en la prueba de Ames (Déciga-Campos et al.,
2006).

2.5 Generalidades sobre los acidos anacardicos.

Los acidos anacardicos son metabolitos del tipo &cido 6-alquilsalicilico
con cadenas alquilicas saturadas, monoinsaturadas, diinsaturadas y
triinsaturadas laterales. Estos compuestos se encuentran como acidos libres en
la naturaleza, y se localizan solo en algunas plantas pertenecientes a la familia
Anacardiaceae y en el Ginkgo biloba. Histéricamente la familia Anacardiaceae
representada por Anacardium occidentale, ha sido la fuente principal de acidos
anacardicos utilizados para la investigacion (Gellerman et al.,, 1976; Tyman,
2001).

Los acidos anacéardicos deben considerarse &cidos grasos en los que el
grupo carboxilico ha sido reemplazado por un acido salicilico. La cadena lateral
puede ser una, dos o tres insaturaciones. En algunos de estos compuestos la
cadena lateral puede encontrarse entre las series homélogas de C, y C;7, los
acidos anacardicos mas comunes poseen cadenas laterales de 13, 15 6 17
carbonos, con una insaturacién en C-8 o C-10, aunque también pueden existir
con dos o tres insaturaciones en C-8, C-11 y C-8, C-11 y C-14,
respectivamente; se sabe que sin excepcidn presentan configuracion Z
(Tyman, 2001).

Algunos de los &cidos anacardicos que se encuentran en la naturaleza

se muestran en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Algunos acidos anacardicos y sus fuentes naturales.

COOH
HO r Estructura base de los acidos anacérdicos.
Fuente* Compuesto*
Anacardium Acido 2-hidroxi-6-(pentadecil)-benzoico (a)
occidentale Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-pentadec-8-enil]-benzoico (b)

Acido 2-hidroxi-6-[(Z,Z)-pentadeca-8,11-dienil]-benzoico (c)
Acido 2-hidroxi-6-[(Z,Z)-pentadeca-8,11,14-trienil]-benzoico (d)
(@) R= (CH3)14CHj3

(b) R= (CH;)7-CH=CH-(CH,)5-CH3

(¢) R= (CHy)7-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH),-CH3

(d) R= (CH3);-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH,

Pistacia vera

Acido 2-hidroxi-6-(tridecil)-benzoico (e)

Acido 2-hidroxi-6-[(2)-tridec-8-enil]-benzoico (f)
(e) R=(CHy)12-CH3

(f) R= (CHy)7-CH=CH-(CH;)3-CH3

Spondius

mombin

Acido 2-hidroxi-6-[(Z,Z,Z-heptadeca-8-,11,14-trienil]-benzoico (g)
(9) R= (CH3)7-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH3

Kneama elegans

Acido 2-hidroxi-6-(undecil)-benzoico (h)

Acido 2-hidroxi-6-(tridecil) (e)

Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-heptadec-8-enil]-benzoico (i)
Acido 2-hidroxi-6-(w-fenildecil)-benzoico (j)

Acido 2-hidroxi-6-(w-fenildodecil)-benzoico (k)

(h) R=(CH3)10CH3

(i) R= (CH,)7-CH=CH-(CH,);CH3

(j) R= (CHy)10-Ar

(k) R= (CHz)12-Ar
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Cuadro 4. Algunos acidos anacardicos y sus fuentes naturales.

Fuente* Compuesto*

Merulius ssp Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-heptadec-10-enil]-benzoico ()

Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-14-hidroxiheptadec-8-enil]-benzoico (m)
(|) R= (CH2)9-CH:CH-(CH2)5-CH3
(m) R= (CH;)7-CH=CH-(CH3)4-CHOH-CH3;

Schoepfia Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-pentadec-10-enil]-benzoico (n)

californica Acido 2-hidroxi-6-[(Z)-heptadec-10-enil]-benzoico ()

(n) R= (CHz)g-CH:CH-(CH2)3-CH3
(|) R= (CHz)g-CH:CH-(CHz)5-CH3

*Referencia: Tyman, 2001

2.5.1. Actividad biol6gica de los &cidos anacardicos.

Los acidos anacéardicos son sustancias ampliamente estudiadas en la

actualidad y se conocen diversos usos de los mismos como:

Actividad antibacteriana (contra Staphylococcus aureus meticilina
resistente, Bacillus subtilis, Streptococcus aureus, Streptococcus
mutans, Candida albicans, entre otros, (Lima et al., 2000; Narasimhan et
al., 2008, Tyman, 2001); contra Propionibacterium acnes, la bacteria
responsable de causar el acné (Himejima et al., 1991; Hisae et al., 1993,
Tyman, 2001); uso potencial como conservadores para frutas y verduras
(actividad contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus
subtillis), (Narasimhan et al., 2008);

Los &cidos anacardicos extraidos de Pistacia vera tienen actividad
antifingica contra Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Tyman,
2001); actividad contra las zoosporas del fitopatdbgeno Aphanomyces
cochlioides por inhibicion de motilidad y lisis de las mismas, (Begum et
al., 2002);
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e Actividad inhibidora de las enzimas tirosina sintasa, lipooxigenasa y
prostaglandin-endoperoxidasa (Kubo et al., 2006; Grazzini et al., 1991);

e Actividad antioxidante mediante la prevencién de la generacion de
radicales superdxido por inhibicion de xantina oxidasa (Kubo et al.,
2006).

e Ademas se sabe que algunos glucésidos derivados de los acidos
anacardicos presentan accion blanqueadora de los dientes (Kasemura et
al., 2003).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la actualidad la poca eficacia, resistencia, toxicidad y costo de los
antibioticos comerciales ha impulsado la busqueda de nuevos compuestos a partir
de fuentes naturales que permitan combatir procesos infecciosos que afectan a la
mayor parte de la poblacién. Esto justifica la busqueda de nuevos compuestos con
actividad antibacteriana partiendo de plantas usadas en la medicina tradicional. En
México contamos con una inmensa variedad de especies vegetales que presentan
actividad biologica, mismas que han sido empleadas tradicionalmente desde

tiempos prehispénicos para curar diversas enfermedades.

La corteza de cuachalalate (Amphipterygium adstringens) es ampliamente
utilizada en la medicina tradicional de nuestro pais, uno de los muchos usos de
esta especie es como agente antibacteriano y cicatrizante bucal al utilizar una
infusién a manera de enjuague bucal. Por lo mencionado anteriormente el objetivo
primordial de esta investigacion es aislar y purificar compuestos con actividad
antibacteriana a partir de la corteza de A. adstringens sobre patdgenos de la
cavidad oral.

Para poder cumplir con el objetivo general de este proyecto, se plantearon

los siguientes objetivos particulares:

i. Realizar el estudio quimico biodirigido del extracto de la corteza de la
especie Amphipterygium adstringens, por medio de técnicas fitoquimicas
convencionales.

ii. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos sobre el crecimiento

de las bacterias Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES.

4.1.1 Analisis cromatograficos.

La cromatografia por adsorcién en columna abierta y la cromatografia
por adsorcion en columna al vacio se realizaron sobre gel de silice Kieselgel
60 Merck con tamafio de particula de 0.063—0.200 mm, 70-230 mesh ASTM.
Los analisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucién y placas de
aluminio de diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice
(60 F254 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se
visualizaron bajo luz ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y
posteriormente fueron reveladas con sulfato cérico/H,SO, seguido de
calentamiento (aproximadamente 110°C) hasta la visualizacion completa de los

compuestos.

4.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas.

Los estudios espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la
Unidad de Apoyo a la Investigacion (USAI) del edificio B de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia magnética nuclear
proténica (RMN—'H, 300 MHz) y de Carbono 13 (RMN-C, 75 MHz) se
generaron en un equipo Varian VXR-300S utilizando CDClI3; 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 Thermo-Electron (Double Focus Sector) acoplado a un

cromatografo de gases. Se utilizé la técnica de introduccion directa.
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5.1.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia se realizé en un
cromatografo de la marca Waters (Millipore Corp., EU) equipado con un
detector de UV con arreglo de diodos (996). El control del equipo, la adquisicion
de los datos, el procesamiento y manipulacién de la informacion se realizaron
utilizando el programa de software Empower 2 (Waters). La separacion y la
purificacion de los compuestos se efectué empleando una columna de silica gel
C-18 (Waters, X-bridge, 5um OBD, 19 x 50 mm). La deteccién se ajusto entre
215-254 nm.

4.2. Material vegetal

La corteza de Amphipterygium adstringens se obtuvo del centro
mexicano de recoleccion de plantas medicinales localizado en Jolalpan
(Puebla). Una muestra de referencia se encuentra en el Herbario Nacional
(MEXU) del Instituto de Biologia en la Universidad Nacional Autbnoma de

México.

4.3. ESTUDIO FITOQUIMICO DE Amphypterigium adstringens.

4.3.1. Preparacion del extracto integro de la corteza de A. adstringens.

La corteza seca se moli6 en un molino de cuchillas modelo Willey
Modelo 4. Una muestra de 1.0 kg de la corteza se sometié a un proceso de
extraccién por maceracion a temperatura ambiente utilizando 2.5 L de éter de
petréleo por un periodo de 8 dias. Después de filtrar, el disolvente se evaporo a
presion reducida y se obtuvieron 27 g de un residuo oleoso de color verde

oscuro.
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4.3.2. Fraccionamiento primario de A. adstringens

El extracto se sometidé a un proceso de cromatografia de columna al
vacio con 0.5 kg de gel de silice, se eluy6 utilizando como fase mévil hexano,
mezclas de hexano-acetato de etilo (diversas proporciones, Cuadro 5) y
acetato de etilo. Este proceso generd 7 fracciones combinadas (FI-FVII). Un
sélido cristalino que precipitd espontdneamente de la fraccion FIV fue
identificado como &acido 3a-hidroxi-masticadiendénico (2) por comparacion
directa con una muestra auténtica aislada previamente por el Doctor Andrés
Navarrete de la Facultad de Quimica de la UNAM.

El Diagrama 1 resume el proceso de fraccionamiento del extracto de éter
de petroleo obtenido a partir de la corteza de A. adstringens. El cuadro 5

muestra el fraccionamiento primario del extracto de éter de petréleo.

Cuadro 5. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna al vacio del
extracto etéreo obtenido de Amphipterygium adstringens.

Sistema de elucién | Proporcion Fracciones Clave
obtenidas
Hexano 100 1-4 F-I
Hexano-AcOEt 95:5 5-8
Hexano-AcOEt 90:10 9-12 F-ll
Hexano-AcOEt 85:15 13-16
Hexano-AcOEt 80:20 17-20 F-I1I
Hexano-AcOEt 75:25 21-24 F-IV
Hexano-AcOEt 70:30 25-28
Hexano-AcOEt 60:40 29-32 -V
Hexano-AcOEt 50:50 33-36 F-VI
Hexano-AcOEt 30-70 37-40 F-VII
AcOEt 100 41-44
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1 kg Material vegetal

Maceracion con 2.5 L de éter de
petréleo
\ 4

Filtraciéon

l Concentracién al vacio

Residuo oleoso, verde oscuro

l Filtracion

Fraccionamiento por cromatografia de
columna con gradiente de hexano-
acetato de etilo (1:0—0:1), 1 litro por

fraccién
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Cromatografia en
columna con hexano—acetato
de etilo
Epi-oleandlico Acidos anacardicos,
B-sitosterol _3a-masticadienonico
3a — hidroxi masticadienénico Acido masticadienonico
Mezcla de acidos anacardicos

Diagrama 1. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto de éter de petréleo
de Amphipterygium adstringens.

4.3.3. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FllI.

La fraccion Flll (3.5 g de peso), presentdé una CMI de 769 y 325
pg/mL para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente. Esta fraccion se
considera activa ya que presenta una CMI menor a 1000 pg/mL (Wu et al.,
2002; Li et al., 1998). Una porcion de 3.3 g de ésta fraccion fue sometida a un
fraccionamiento en columna abierta utilizando como fase estacionaria 300 g de
gel de silice (Kieselgel 60 Merck con tamafio de particula de 0.063 — 0.200
mm, 70 — 230 mesh ASTM) y como fase movil se utilizd6 un gradiente de

hexano: acetato de etilo (1:0 — 0:1). Mediante este proceso se obtuvieron 18
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fracciones que posteriormente fueron reunidas por su similitud cromatografica,

obteniéndose 9 fracciones combinadas (FllI-1 — Fll1-9).

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta

de la fraccion FllI.

Sistema de Proporcion | Fracciones | Fracciones
elucion obtenidas | reunidas Clave
Hexano 100 - - -
Hexano-AcOEt 98:2 1 - -
Hexano-AcOEt 95:15 2-3 34 Flll-2
Hexano-AcOEt 90:10 4-5 5—6 FIll-3
Hexano-AcOEt 85:15 67 7-9 Flll-4
Hexano-AcOEt 80:20 8-9
Hexano-AcOEt 70:30 10-11 10 FIlI-5
Hexano-AcOEt 50:50 12-13 11-12 Flll-6*
13 Flll-7*
Hexano-AcOEt 30:70 14-16 14-16 FIll-8
Hexano-AcOEt 20:80 17-18
AcOEt 100 19-20 17-20 FIll-9
Acetona 100 21-22

*Las fracciones F6 y F7 se reunieron en una sola fraccidén por su semejanza en

las cromatoplacas, esta fraccion se identific6 como la fraccién FllI-6—7

Una vez reunidas todas las fracciones, se realiz6 una cromatografia en
capa fina, con base en los resultados se reunieron las fracciones FlllI-4, FllI-5 y
FllI-6—7, esta fraccion se identificd como la fraccion combinada FllI-4—7.

La fraccibn combinada Flll-4—7 se someti0 a una cromatografia en
columna abierta utilizando gel de silice y como fase movil mezclas de hexano-
acetato de etilo (1:1) y hexano-acetato de etilo (4:6). Este proceso permitio la
obtencion de ocho fracciones las cuales se agruparon de acuerdo a su similitud
cromatrografica en cuatro fracciones (Flll-a—d).

La fraccion Flll-a se sometid6 nuevamente a una cromatografia de

columna abierta utilizando gel de silice y como eluyente mezclas de hexano-
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acetato de etilo (8:2, 7:3 y 6:4). El Cuadro 7 resume este fraccionamiento

cuaternario.

Cuadro 7. Fraccionamiento cuaternario de la fraccion Fllla.

Sistema de elucion | Proporcion Fracciones Clave
obtenidas
Hexano-AcOEt 8:2 3 Fllla—1
Fllla—2
Fllla—3
Hexano-AcOEt 7:3 3 Fllla—4
Fllla-5
Fllla—6
Hexano-AcOEt 6:4 3 Fllla—7
Fllla—8
Fllla—9
Hexano-AcOEt 3:7 1 Fllla—10
Hexano-AcOEt 2:8 2 Fllla-11
Fllla—12

A partir de las fracciones Fllla—7, Fllla-8, Fllla—9 se aislaron el acido
3a-hidroxi masticadiendnico, B-sitosterol, acido epi-oleandlico y una mezcla de
acidos anacardicos. La identificacion de los compuestos se realiz6 utilizando

muestras auténticas aisladas previamente por el Dr. Andrés Navarrete.

4.3.4. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FIV.

La fraccion FIV (5.32 g de peso), que presentd una CMI para S. mutans 256 y
128 pg/mL para P. gingivalis y fue sometida a un fraccionamiento en columna
abierta utilizando como fase estacionaria 300 g de gel de silice, como fase
movil se utilizé hexano: acetato de etilo (1:0 — 0:1).

Mediante este proceso se obtuvieron 29 fracciones que posteriormente
fueron reunidas por su similitud cromatografica, obteniendo 11 fracciones

combinadas.
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Cuadro 8. Fraccionamiento secundario de la fraccion FIV.

Sistema de | Proporcion Fracciones Fracciones Clave
elucion obtenidas reunidas
Hexano 100 FIV-1
Hexano- 98:2 FIv-2 FIV-1- FIV-4 FIv-1-4
AcOEt FIV=3
Hexano- 95:15 FIV-4 FIV-5 FIV=5
AcOEt FIV-5
Hexano- 85:15 FIV-6 - FIV-6
AcOEt FIV-7 FIv-=7
Hexano- 75:25 FIv-8 FIV-8- FIV-10 FIV—-8-10
AcOEt FIV-9
Hexano- 65:35 FIV-10
AcOEt FIvV-11 FIV-11-FIvV-12 | FIV-11-12
FIv-=12
Hexano- 60:40 FIV-13—-
AcOEt FIv-14 FIV-13-FIV-16 FIV-13-16
Hexano- 50:50 FIV-15
AcOEt FIV-16
Hexano- 30:70 FIv-17 FIV-17-FIV-18 FIV-17-18
AcOEt FIvV-18
Hexano- 20:80 FIV-19
AcOEt FIV—20- FIV-19-FIv-21 | FIV-19-21
FIv-21
Hexano- 10:90 FIv=22 FIV=22—- FIV-27 | FIV-22- 27
AcOEt FIv-23
FIv-24
FIv-25
AcOEt 100 FIV-26
FIv=27
Acetona 100 FIv-28 FIV-28-FIV-29 | FIV-28-29
FIv-29

En las fracciones FIV-13-16 se obtuvo un sélido cristalino que precipitd

de forma espontanea (100 mg).

4.3.5. Separacion mediante CLAE del acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-

enil)-benzoico (28).

La resolucion mediante CLAE de la fraccion FIV-13-16 se realiz6 en una

columna de silica gel C-18 (fase reversa) utilizando un flujo de 6 mL/min y

metanol como fase movil. El acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (25

mg) se aislé como un solido blanco con un tiempo de retencién de 9.8 min.
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4.4. ENSAYOS BIOLOGICOS

4.4.1. Microorganismos de prueba

Para realizar el ensayo biolégico del extracto y los compuestos aislados
de Amphipterygium adstringens se utilizaron los microorganismos
Streptococcus mutans (ATCC 10499) y Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277) por tratarse de los principales patdgenos orales causantes de las caries
dentales y de las enfermedades periodontales respectivamente. Para
desarrollar a S. mutans se utilizd caldo infusién de cerebro-corazén (Difco)
como medio de cultivo y para P. gingivalis el medio de cultivo fue medio soya
tripticaseina suplementado con clorhidrato de cisteina (0.05%), menadiona
(0.02 pg/mL), hemina (5 pg/mL) y nitrato de potasio (0.02%).

4.4.2. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La determinacién de la actividad antibacteriana de los compuestos 6
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se realiz6 por el método de
microdilucién en placa estéril de 96 pozos (Sarstedt). Los cultivos de cada
microorganismo fueron incubados por una noche, posteriormente se
centrifugaron a 10 000 rpm/10 minutos y se lavaron 2 veces con una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.05 M (PBS, pH 6.8) y se resuspendieron en la
misma solucion. La suspensién celular se ajustd con un espectrofotometro de
la serie Cecil (Milton Roy). Cada pozo contenia 5x10° unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) para S. mutans 6 5x10° UFC/mL para P. gingivalis, el
compuesto de prueba en diluciones seriadas y el medio de cultivo apropiado.
Se trabajaron muestras por triplicado para cada concentracion de prueba.

Los controles utilizados fueron el medio de cultivo inoculado y sin
compuestos de prueba, mientras que el blanco consistia Unicamente en el
medio de cultivo sin inocular. Las placas fueron incubadas a 37°C, S. mutans
se incubd en condiciones aerobias mientras que P. gingivalis se incubd en un
sistema de recipientes de generacion de GasPack EZ (BD) conteniendo un
sobre activado para la generacion de CO, (GasPack EZ CO,) para crear la
atmosfera anaerobica. El crecimiento se determind espectroscépicamente (Asso

nm) después de 24 y 48 horas utilizando un lector de placas (Biorad).
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El valor de CMI para cada microorganismo utilizado se definio6 como la
minima concentracién del compuesto de prueba que limitaba la turbidez a
menos de 0.05 Aggp Nm. El control positivo fue gluconato de clorhexidina (CHX;
Sigma, St, Louis, MO, EU) que mostro valores de CMI de 1.25 pg/mL contra S.
mutans y 0.312 pg/mL contra P. gingivalis.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

La corteza de Amphipterygium adstringens se comercializa a lo largo del
pais en forma de droga cruda y como componente de productos herbolarios.
En varios estados de la republica, se menciona el empleo del cocimiento, para
las ulceras, cancer de estdbmago, gastritis y ciertas lesiones cutaneas. Debido
al uso de la corteza del cuachalalate para el tratamiento de infecciones de la
cavidad oral en la medicina tradicional de nuestro pais, se decidié determinar la
actividad antibacteriana de los compuestos mayoritarios de la corteza contra la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans y la causante de la gingivitis,
Porphyromonas gingivalis. El proceso de maceracion con éter de petroleo
permitio la obtencion de un extracto de naturaleza aceitosa, verde obscuro, con
CMI de 768 pug/ml y 345 pg/ml para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente
(Cuadro 9). Un extracto vegetal se considera activo contra las bacterias de
prueba si presenta una CMI menor a 1000 pg/ml (Wu et al., 2002; Li et al.,
1998).

El extracto inicial fue sometido a un fraccionamiento por cromatografia
de columna abierta con gel de silice como fase estacionaria y mezclas de
hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones como fase movil. De este
fraccionamiento se obtuvieron siete fracciones primarias (FI a FVII), que
también se sometieron al ensayo biol6gico y se encontré que las fracciones

Flll y FIV presentan actividad contra S. mutans y P. gingivalis.

Cuadro 9. Actividad antibacteriana (CMI) del extracto de éter de petrdleo

contra las bacterias Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis.

Muestra CMI (pg/ml)
Streptococcus mutan Porphyromonas gingivalis
Extracto de éter de 768 345
petroleo
CHX* 1.25 0.32

CHX*: gluconato de clorhexidina
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A partir de la fraccion FllIl (CMI 256 pg/ml y 128 pg/ml para S. mutans y
P. gingivalis respectivamente) se obtuvieron cuatro compuestos diferentes por
medio de cromatografia de columna abierta, los compuestos aislados de esta
fraccion se identificaron por comparacion directa con muestras auténticas como
el acido 3a-hidroximasticadienonico (2), el B-sitosterol (7) y el acido epi-
oleandlico (5) y una mezcla de acidos anacérdicos (Figura 5). Las actividades
biologicas de estos compuestos se resumen en el Cuadro 10. A partir de la
fraccion activa FIV (CMI= 128 ug/ml y 64 ng/ml para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente), se aislé un compuesto blanco, cristalino amorfo que cristalizd
de manera espontanea el cual fue purificado mediante CLAE, la identificacion
de este compuesto (28) se explica de manera detallada en el apartado 5.1.2.

de este trabajo. De esta fraccion se obtuvo el &cido masticadiendnico (1).

Cuadro 10. Actividad antibacteriana (CMI) de los compuestos aislados de la
corteza de A. adstringens contra las bacterias Streptococcus mutans y

Porphyromonas gingivalis.

Compuesto CMI (ug/ml)
Streptococcus mutans Porphyromonas
gingivalis
Acido 3a-hidroxi- >1000 >1000
masticadiendnico (2)
Acido masticadiendnico >1000 >1000
1)
B-sitosterol (7) >1000 >1000
Acido epi-oleanolico (5) 560 267
Mezcla de 4cidos 128 64
anacérdicos
Acido 2-hidroxi-6-(Z- 47 25
nonadec-16-enil)-benzoico
(28)
CHX* 1.25 0.32

CHX*: gluconato de clorhexidina
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acido masticadiendnico (1) acido 3a-hidroximasticadienonico (2)

acido epi-oleandlico (5) B-sitosterol (7)

Figura 5. Estructuras de los triterpenoides y esterol aislados de la corteza de A.

adstringens.

5.1. Caracterizacion estructural del acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-
benzoico (28).

El compuesto 28 se aislé como un sélido blanco con un punto de fusién
de 123-124 °C. Las constantes espectroscopicas del compuesto 28 se resumen
en el Cuadro 11. Su férmula molecular se establecié como C,sH4>0O3 mediante
espectrometria de masas la cual permitia seis insaturaciones. El espectro de
UV present6 un maximo de absorcion a 207 nm.

El espectro de RMN'H del compuesto 28 (Figura 5) mostré el perfil tipico
para los compuestos del tipo de los &cidos anacéardicos (Mata et al., 1991,

Tyman, 2001) presentando las siguientes sefiales diagndsticas:
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a) Un sistema ABC para tres hidrogenos aromaticos de un benceno 1, 2, 3
trisustituido. El sistema se observo end 7.36 (t, J= 7.2 Hz, H-4), 6.87 (dd, J=
7.2,1.0 Hz, H-3) y en 6.78 (dd, J=7.2, 1.0 Hz, H-5).

b) Un multiplete centrado en & 5.34 que integra para dos protones asignable a
una doble ligadura una constante de acoplamiento de 4.2 Hz. El valor de la
constante de acoplamiento sugiere una estereoquimica Z para la doble
ligadura.

c¢) Un triplete (J= 7.8 Hz) caracteristico para un metileno bencilico centrado en &
2.98.

e) Una sefal que integra para cuatro hidrégenos asignable a dos grupos
metileno vecinos a una doble ligadura centrada en 6 2.02. Esta sefial muestra
en el espectro de correlacion homonuclear (COSY) una correlacion con la
sefal asignable a los protones vinilicos centrada en 6 5.34 (Figura 7).

f) Un multiplete que integra para dos protones en & 1.60. Esta sefial mostré una
correlacion en el espectro de COSY (Figura 7) con la sefial para el metileno
bencilico en § 2.98.

g) Un multiplete ancho asignable a los protones de los metilenos alifaticos en
6 1.25-1.40. Esta sefial muestra correlaciones en el espectro de COSY con las
sefales centradas en 6 2.02 y 1.60.

h) Un triplete (J= 7.6 Hz) caracteristico para un metilo alifatico terminal en &
0.95. Esta sefial muestra una correlacion en espectro de COSY con en

multiplete en 6 2.02.
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Figura 6. Espectro de masas del acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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H-157, H-18’

H-4 H-16"-H-17" H-1

Figura 7. RMN'H del acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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El espectro de RMN*3C mostré el perfil tipico para un acido anacéardico
(Mata et al., 1991; Tyman, 2001). El espectro de masas (Figura 6) mostro un
ion molecular de 402 uma que es congruente con la férmula molecular del
compuesto 28. El andlisis detallado del espectro de RMN**C modalidad DEPT
indicé claramente que las sefiales correspondian a un metilo, dieciséis
metilenos, cinco metinos y cuatro carbonos cuaternarios. De acuerdo con su
desplazamiento quimico, el metilo en & 14.39 pertenece a una cadena alifatica
lineal. Las sefiales correspondientes a los grupos metileno en & 36.48, 32.03,
29.81, 29.56, 29.3, 27.1, 20.50 se asignaron como sigue: la sefal en & 36.48
con base en su desplazamiento quimico y las interacciones mostradas en el
espectro de HMQC al metileno bencilico (C-1"), la sefial en & 32.03 se asignd
a C-2", la sefial en 6 29.8 a los carbonos C-12"-C-14", la sefial en $29.56 a
los carbonos C-4'—C-11’, la sefial en § 29.3 a C-3’, la sefial en 6 27.1 a C-15’
y por ultimo la sefial en & 20.5 a C-18". Las sefiales correspondientes a los
grupos metino en & 135.36, 122.72 y 115.83 se asignaron a los carbonos
aroméaticos C-4, C-5 y C-3, respectivamente. Por otro lado, los metinos en &
131.5 y 129.35 asignables a los carbonos C-17'y C-16". Las sefales
correspondientes a los carbonos cuaternarios en 6 175.53, 163.62, 147.74 y
110.8 son atribuibles al grupo carbonilo del &cido unido a C-1, y a los carbonos

C-2, C-6 y C-1 del anillo aromético, respectivamente.

Los elementos estructurales presentados hasta el momento permitieron
corroborar la presencia de un acido anacéardico con una cadena lateral de 19
carbonos y una doble ligadura. La posicion de la doble ligadura en la cadena se
estableci6 con base en el analisis de los cuadros de conectividad en el
espectro COSY (Figura 7). Los cuadros de conectividad observados para los
protones H-16/H-15, H-17/H-18 y H-18/H-19 permitieron ubicar la doble
ligadura en la posicion 16 de la cadena lateral (Figura 9). El analisis de los
cuadros de conectividad en el espectro de HMBC (Figura 10) permitio
corroborar la posicion de la doble ligadura en el carbono C-16. Las
correlaciones H-19/C-18", H-19/C-17" son congruentes con la ubicacion de la
doble ligadura en C-16". El valor de la constante de acoplamiento (J) entre los

protones H-16" y H-17" (4.2 Hz) es congruente con una estereoquimica Z para
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la doble ligadura. Es importante destacar que de acuerdo a la literatura todos
los &cidos anacérdicos de origen natural poseen estereoquimica Z en sus
dobles ligaduras (Tyman, 2001). Con base en las evidencias descritas
anteriormente el compuesto 28 se caracterizO como el acido 2-hidroxi-6-(Z-

nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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Figura 8. RMN*3C del &cido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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Figura 9. Espectro COSY del acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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Figura 10. Espectro de HMBC del 4cido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).
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Cuadro 11. Constantes espectroscépicas en las RMN'H y *C para el acido 2-
hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28).

Posicién RMN C RMN 1H
S S
1 110.80 -
2 163.62 -
3 115.84 6.87 (dd, J=7.2, 1.0
)
4 135.36 7.36 (t, J=7.2)
5 122.72 6.78 (dd, J= 7.2,
1.0)
6 147.74 -
1-COOH 175.53 -
1’ 36.49 2.98 (t, J=7.8)
2 32.04 1.60
3 29.30 1.25
4 29.56 1.25
5 29.56 1.25
6 29.56 1.25
7 29.56 1.25
8 29.56 1.25
9 29.56 1.25
10’ 29.56 1.25
11’ 29.56 1.25
12' 29.81 1.25
13’ 29.81 1.25
14 29.90 1.25
15’ 27.10 2.02
16’ 129.35 5.34
17 131.50 5.34
18’ 20.50 2.02
19’ 14.39 0.95 (t, J=7.6)

CDCls, *H [400 MHz, J (Hz), & en ppm], **C [100 MHz, & en ppm]
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La informacion cientifica generada en esta investigacion representa una
contribucion al conocimiento quimico y biologico de la especie Amphipterygium

adstringens que es ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana.

El acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28) constituye una
aportacion original al conocimiento de la quimica de la especie Amphipterygium
adstringens, ya que la presencia de este compuesto no tiene precedente en la

naturaleza.

El &cido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28) present6 la mejor
actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis con concentraciones minimas inhibitorias de 47 ug/ml y 25 pg/ml,
respectivamente. Por otro lado la mezcla de acidos anacérdicos presenté una
actividad biologica significativa contra los microorganismos de prueba, con CMI

de 128 pug/mly 64 ug/ml respectivamente.

Por otra parte, el acido epi-oleandlico (5) present6 actividad biol6gica
moderada con CMI de 560 pg/mly 267 pug/ml para S. mutans y P. gingivalis,
respectivamente. Los demas compuestos aislados a partir de la corteza del
cuachalalate no presentaron actividad biolégica contra ninguna de las cepas
bacterianas utilizadas.

Cabe sefialar que aunque la clorhexidina es uno de los agentes mas
empleados para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por bacterias de
la cavidad oral y presenta una actividad biologica mayor que el acido 2-hidroxi-
6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28), presenta desventajas tales como el
manchado de los dientes y la alteracion del sentido del gusto (Quirynen et al.,
2000).
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7. PERSPECTIVAS

Continuar el estudio fitoquimico de las fracciones primarias que no se

utilizaron en el presente proyecto.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia que permita cuantificar los principios activos del extracto integro de

cuachalalate.

Utilizar al acido 2-hidroxi-6-(Z-nonadec-16-enil)-benzoico (28) como
modelo para la sintesis total o parcial de compuestos anadlogos con mayor
actividad biologica contra Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis.

Realizar extracciones selectivas de la mezcla de &cidos anacardicos
obtenida a partir de la corteza de cuachalalate para determinar sus efectos

sobre la agregacion y la formacion de la placa dentobacteriana.
Separar los constituyentes minoritarios de la mezcla de acidos

anacardicos con la finalidad de determinar su estructura quimica y su actividad

biolégica de manera individual.
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