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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, el hombre, ha utilizado las plantas medicinales como una
alternativa para tratar los diversos padecimientos que le aquejan; plantas cuyas
propiedades terapéuticas han sentado las bases de la medicina tradicional, la cual

se ha mantenido vigente durante siglos (Mitsher et al., 2000).

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad. Uno de los ejemplos méas antiguos de escritos sobre plantas
medicinales se remonta a tres mil afios antes de Cristo en China. Por otra parte,
los sumerios, 2,500 afios AC, usaban plantas con fines curativos. Otros registros
indican que los asirios conocian poco mas de 250 plantas con propiedades
medicinales. En Grecia Alejandro Magno en sus expediciones por varias partes del
mundo introdujo un sinnimero de plantas con propiedades curativas. Por ultimo,
en América, se utilizaban un gran niamero de especies vegetales con propiedades
medicinales antes de la llegada de los conquistadores europeos (Hernandez et al.,
1981).

Actualmente, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el 75 %
de la poblacién mundial depende de la herbolaria, ya que ademas de ser una
alternativa para enfrentar las enfermedades cotidianas, representa una forma

accesible para el cuidado de la salud.

En el caso particular de México se posee una rica tradicion en el empleo de
plantas medicinales y su uso se remonta a la época prehispanica, época en que
los pueblos indigenas se sabe, tenian estrecha relacién con la naturaleza, por lo
que la flora jugaba un papel importante en sus costumbres alimenticias, religiosas
y sobre todo medicinales. Debido a su orografia y clima, el pais cuenta con una
flora diversa, dentro de esta flora, se ha estimado que entre 3,000 y 5,000 plantas
tienen un potencial terapéutico benéfico y sélo el 1% de estas plantas medicinales
ha sido estudiado a fondo considerando estas propiedades medicinales

potenciales (Argueta,1994).



El contar con una amplia variedad de plantas medicinales, crea la necesidad de
investigar las posibilidades de empleo de las plantas en la clinica, y 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 actividad antibacteriana sobre bacterias que se desarrollan en la
cavidad oral, por lo que, el objetivo de este trabajo fue obtener compuestos con
actividad antimicrobiana sobre bacterias presentes en la placa dentobacteriana
(bioplaca), a partir de la cdscara de la especie medicinal Punica granatum L.

(granada roja) .

La seleccion de esta especie se basé en su frecuencia de uso y en la amplia
comercializacion de la misma como remedio para infecciones en la cavidad oral,
siendo P. granatum una de las 100 especies medicinales mas comercializadas en
México con fines curativos, tanto en centros de acopio de plantas medicinales
como en mercados, tianguis y otros expendios drogas crudas y productos
herbolarios terminados (Prontuario publicado por Herbolaria Universal 1997;

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos 2001).

La posibilidad de estudiar compuestos con actividad antimicrobiana de esta
especie para la inhibicion de bacterias presentes en la placa dentobacteriana,
representa un gran avance para el tratamiento de enfermedades de la cavidad oral
con productos que hasta ahora no son elegibles por la falta de conocimiento

cientifico.



2. ANTECEDENTES

De acuerdo a la OMS las enfermedades bucodentales, como la caries dental, la
periodontitis y los canceres de la boca y la faringe son un problema de salud de
alcance mundial que afecta a los paises industrializados y, cada vez con mayor
frecuencia, a los paises en desarrollo, en especial entre las comunidades mas
pobres. La OMS ha declarado que se estima que cinco mil millones de personas

en el planeta han sufrido caries dental.

Las enfermedades periodontales (enfermedades de las encias, mandibulares y de
los tejidos que soportan los dientes) graves, pueden desembocar en la pérdida de
dientes y afectan a un 5-20% de los adultos de edad madura; su incidencia varia

segun la regidén geografica (SSA, 2006).

A pesar de los esfuerzos realizados para disminuir la incidencia de las caries
dentales, contindan siendo un problema en la poblacion infantil, la cual si no se
atiende oportunamente, afecta la salud general y la calidad de vida. Se considera
que la severidad y el costo social de la caries dental en nifios es considerable
(Villalobos et al., 2005; Gonzalez et al., 2006; Barbosa ,2001), ya que el 60-90%
de los escolares de todo el mundo tienen caries dental. Se estima que el
tratamiento de las enfermedades de la cavidad oral representa entre el 5y el 10%
del gasto sanitario de los paises industrializados, y estda por encima de los

recursos que se destinan para este fin en los paises en desarrollo (SSA, 2006).

En México las enfermedades orales de mayor incidencia y prevalencia son las
caries dentales y las enfermedades periodontales, que por su magnitud y
trascendencia, representan los principales problemas de salud bucal. De acuerdo
con la clasificacion internacional de la OMS, México se encuentra entre los paises
de alto rango de frecuencia en enfermedades bucales, dentro de ellas las caries
dentales, que afectan a mas del 90% de la poblacion mexicana. Una de las
prioridades de programas de salud publica en México es disminuir la incidencia de

caries dentales, periodontopatias y el cancer bucal, para lo cual se han disefado



estrategias como son: la educacion preventiva en escolares, la educacion

asistencial y la fluoruracion de la sal de la dieta (Medina et al., 2006).
2.1 Caries Dentales

La OMS define a las caries, como un proceso patoldgico de origen externo que se
inicia después de la erupcion y determina un reblandecimiento del tejido duro del
diente, evolucionando hacia la formacion de una cavidad. Otros autores la definen
como una enfermedad multifactorial en la que existe la interacciéon de cuatro
factores principales; el huésped, la microflora, el substrato, y el tiempo (Romo et
al., 2004).

La cariologia moderna considera que en el desarrollo de la caries intervienen otros
elementos relativos al hospedero anteriormente no considerado; ellos son los
factores socioecondmicos y culturales que no solo condicionan habitos dietéticos y
de higiene oral sino que ademas modulan la respuesta inmune en el ambito de la

cavidad bucal a través de la saliva y el exudado gingival (Negroni, 2003).

La caries dental es causada por bacterias capaces de producir el acido suficiente
para descalcificar la estructura del diente, éstas forman una comunidad compleja
que se adhiere a la superficie del diente en una biopelicula, comunmente
denominada placa dental, que contiene millones de bacterias de diferentes
especies (Cuadro 1), destacando el Streptoccocus mutans, que es el principal
agente etiolégico de las caries (Castro, 2006). Esta bacteria es un componente
critico porque fermenta los hidratos de carbono para formar acido lactico, que
desgasta los minerales del esmalte del diente y forma una mancha blanca o
marrén opaca. El desarrollo de la caries depende de la frecuencia en el consumo
de carbohidratos, las caracteristicas de los alimentos, el tiempo de exposicion,
eliminacién de la placa y la susceptibilidad de la persona (SSA, 2006). Estudios
experimentales con animales, estudios observacionales y de intervencién en el ser
humano han aportado datos que muestran de forma convincente que los azucares
son el principal factor alimentario asociado a la aparicién de caries dentales. Pese

a su papel indiscutible en la prevencidn de la caries, el fluoruro no ha logrado



eliminar su aparicion, y hay muchas comunidades que no consumen cantidades
optimas de fluoruros. El control del consumo de azucares, por consiguiente, sigue
siendo importante para prevenir las caries. Las investigaciones realizadas han
demostrado sistematicamente que cuando la ingesta de azucares libres es inferior
a 15 kg/persona/afio el nivel de caries dental es bajo. Si la infeccion de la caries
en el esmalte no es controlada, puede avanzar para formar una cavidad que se
extiende a través del esmalte dental hacia el tejido pulpar. Si en esta etapa no se
atiende, puede conducir al absceso, la destruccidn del hueso y a la extension de la

infeccidn via circulacion sanguinea (SSA, 2006).

Cuadro 1. Algunos de los microorganismos aislados de la cavidad oral.

Género

Especie

Actinobacillus

A. actinomycetemcomitans’

Actinomyces™

A. adontolyticus’, A. greorgiae, A. gerencsseriae, A. israelii, A. naeslindii
y A. viscosus.

Bacillus

B. cereus

Bacteroides

. capillosus y B. forsythus™

Bifidobacterium

. denticolensi, B. dentium, y B. inopinatum.

Candida . albicans
Capnocytophaga . gingivalis, C. ocheracea y C sputigena.
Cardiobacterium . hominis
Centipeda . periodontii
Clostridium . difficile, C. malenominatum, C ramnosum y C. sporogenes.
Corynebacterium
Eikenella . corrodens”
Entamoeba . gingivalis
Enterococus . faecalis y E. faecium

Eubacterium

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

Fusobacterium

. alosis y F. periodonticum

Haemophilus

. influenzae

Helcococcus

B
B
C
C
C
C
C
C. matruchotii
E
E
E
E
F
H
H

. kunzzi

Herpexvirus

Herpes simples

Lactobacillus™

L. acidophilus, L. brevis, L casei, L. crispatus, L. fermentum, L gasseri, L.

oris, L. salivarius, L. uir,




Cuadro 1. (Continuacion)

Género

Especie
Lactococcus L. gamiae y L. lactis
Leptotrichia L. buccalis
Leuconostoc L. mesenteroides

Neisseria”

N. cinerea, N. elongata, N. gonorrhoeae (excepcional), N. lactamica, N

lavescens, N. mucosa, N. paraelongata, N. polysaccharea, N, sicca y N.

subflava.
Peptostreptococcus | P. anaerobius, P. mgnus, P.magnus, P. micros, P.indolicus, y P. prevotii
Porphyromonas P. gingivalis”, P. endodontalis y P. catoniae

Prevotella

P. meninogenica, P. nigrescens , P. corporis, P. intermedia’, P. loescheii,
P. pallesn, P. denticola, P. buccae, P. buccalis, P. oris, P. oulorum, P.

veroralis, P. zoogleoformans, P. dentales, P. tannerae y P. enteca

Rothia

R. dentocariosa

Selenomonas

S. artemidis, S. dianae, S. flueggei, S. ifelixx, S. noxia y S. sputigena

Staphylococcus S. aureus y S. epidermidis
S. mutans’, S. rattus, S cricetus, S. sobrinus’, S. ferus, S. downei, S.
Streptococous macacae, S. sanguis, S gordonii, S, parasanguis, S. crista, S. oralis, S.
mitis, S. sanginosus, S. intermedius, S. constellatus, S salivarius, S.
vastibularis, S. pyogenes y S. agalactiae
Treponema T. vincentii
Tricomonas T. tenax
Veillonella™ V. parvula, V. atypica y V. dispar

"Microorganismos

dentobacteriana.

directamente relacionados a la formacion de placa

“Microorganismos relacionados al desarrollo de enfermedades periodontales.

“"Géneros mas representativos de la flora oral (Liébana, 2002).




2.2 Aspectos generales de Punica granatum L.

P. granatum pertenece a la familia Punicaceae, la cual estd constituida por un
s6lo género Punica y dos especies originarias del Sureste de Europa y sur de Asia
e isla de Socotra. Algunos autores modernos la incluyen dentro de la familia

Lythraceae. Son plantas, principalmente, productoras de frutos comestibles.

P. granatum es una planta originaria de Iran y Afganistan, es de distribucion
mundial. Habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado. Esta planta es
cultivada en huertos familiares (Argueta, 1994; Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

En las medicinas alternativas de diversas partes del mundo se le conoce con
nombres variados (Cuadro 2).En el caso de México sus nombres comunes son
granado, granada y Zay yay (zapoteco) (Jafri et al., 2000; Aguilar et al., 1994;
Ross, 1999; Martinez, 1979; Espinosa, 1994; House et al., 1995; Morton, 1981).

2.2.1 Aspectos botanicos

El granado es un arbusto pequefio que mide de 3 a 4 metros de alto de madera
dura y corteza escamosa, el tronco lo tiene retorcido y es de de color grisaceo,
tiene muchas ramas delgadas con ramificaciones que generalmente terminan en
espina, copa extendida y con mucho ramaje. Las hojas son simples de color verde
brillante, lustrosas por el haz y con el borde entero. Nacen opuestas o casi
opuestas sobre las ramas o bien agrupadas formando hacecillos, tienen un
nectario apical que segrega azucares (fructosa, glucosa, sucrosa). Las flores son
vistosas, robustas, arrugadas, de color escarlata y acampanadas, miden cerca de
3 cm de didametro, nacen de 1 a 5 flores en la punta de la rama, florecen de mayo
a agosto. El fruto al cual se le denomina balausta (Figura 1), es una baya en forma
de globo coronada por un caliz que mide de 6 a 14 cm de diametro, la cascara o
pericarpio del fruto es brillante y correosa. En su interior hay divisiones de entre 5
a 8 compartimientos que contienen pequefios sacos de jugo rojo o rosa de sabor
acido-dulce. En el interior de cada saco se encuentra una semilla triangular,

blanquecina de 6 mm de largo. La granada se propaga por semilla o por estaca en

7



regiones semiaridas a subtropicales (Wickes et al., 1898; Martinez, 1979; Morton,
1981; Espinosa, 1994; House et al., 1995; Rojas, 1999; Ross, 1999).

Figura 1. Descripcién de P. granatum. a) Arbol; b) Hoja; c) Flor; d) Corteza del fruto; e)

Fruto; f) Semilla.
2.2.2 Aspectos etnobotanicos

La granada ha sido utilizada durante mucho tiempo como un simbolo de
nacimiento, de la vida eterna, y de la muerte. En la antigua cultura egipcia se
considerd a la granada como un simbolo de prosperidad y de ambicidn, por lo que
era comun decorar los sarcéfagos con esta planta, con la esperanza de volver a
nacer. En la antigua mitologia griega, se le conocia como el "fruto de los muertos".
Para los babilonios, las semillas eran simbolo de resurreccion, mientras que para
los persas significaban invencibilidad en el campo de batalla. En China comian
este fruto para bendecir a los recién casados (Reddy, 2004). Segun en el “papiro
de Ebers” (uno de los escritos médicos mas antiguos, alrededor de 1500 AC), la
planta fue utilizada por los egipcios como un tratamiento para la tenia y otras

infecciones parasitarias (Navindra et al., 2006)



Varias partes de la planta son utilizadas como remedio para tratar numerosas
enfermedades en las practicas médicas tradicionales de todo el mundo (Cuadro
2). En México se relaciona principalmente en el tratamiento de las diarreas,
informacion descrita para el Distrito Federal, Estado de México, Guerrero,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Sonora,
Tabasco y Veracruz y para la disenteria en Guerrero, Morelos, Oaxaca, Puebla y
Tlaxcala. Por lo general, se ingiere el cocimiento del fruto, cascara principalmente
aunque también se utilizan la hoja, la flor, la corteza y las yemas o cogollos. En
Oaxaca lo aplican a manera de lavado rectal (Argueta, 1994; Biblioteca Digital de

la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

D Zonas de uso para diarrea
D Zonas de uso para disenteria

[]

Zonas de uso para ambos

Figura 2. Zonas de uso de P. granatum (Argueta, 1994).

En el caso particular del pericarpio del fruto se emplea en diferentes preparados
para tratar ulceras pépticas, inflamacion, como abortivo, anticonceptivo, trastornos
del tracto respiratorio, urinario y gastrointestinal. Asi mismo, se usa para tratar

diarrea, disenteria y como vermifugo.



Las flores y la cascara del fruto se usan como astringente, para la diarrea,

enfermedades de la boca y diabetes. La corteza es utilizada para disenteria, la

diarrea, bronquitis, antihelmintico y para problemas de la bilis (Das et al., 1999).

Cuadro 2., Distribucién, nombres comunes, parte usada y usos de P. granatum.

Distribucién Nombre comuln Parte usada Usos
Arabia Sham al-rumman Casfc; 3{2 del Anticonceptivo
Ulceras, disenteria y diarrea.
Argentina, Cuba, Corteza del | Antihelmintico, detiene el
Guatemala, Peru, G tronco, sangrado excesivo de la
. ranada, pomegranate L -
Honduras, México, ranado Fruto, Jugo, | menstruacion, enteritis,
Venezuela Islas ye Raizy infecciones del tracto
Canarias Flores respiratorio y urinario,

inflamacién de garganta.

Fruto, Hojas

Lesiones de piel, Antihelmintico,

Egipto y Etiopia Roman y Coge;a de antibacteriano.
Este de Africa Mkona manga Corlt,gf; de | Antihelmintico
: Raiz y
- Apinkoya, Mggraner, tronco Parasitosis intestinal. Diarrea
Espanay Manglano, Mingrana,| . . : . : .
) .2, o . Cascara del |disenteria e infecciones. Gripe
Latinoamérica Milingrandeira y .
\ fruto. y resfriados.
Romazeira
Fruto
. Mathalanarakom, Raiz . pra, L yn , gia,
India Ulceras pépticas, disenteria y
Pomegranate y Fruto : o o1
diarrea, colitis, célicos,
Posnar. . )
antiinflamatorio.
. Melograno, Qsur, | Cascara del .,
Italia Inflamacion
Roma y Renato fruto
Turquia Nar Corteza del Diarrea
tronco
Cascara del
Turquia, Egipto, fruto, Anticonceptivo y
Inglaterra, Nepal, EUA I;omegranate, Roma 'y Corteza de |traqueobronquitis, diarrea,
. omeira . . . .
y Grecia laraizy |antihelmintico y fiebre
Tallo
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2.3 Composicion quimica de P. granatum.

La cascara del fruto contiene mucilagos, lignanos, caroteno, crisantemina, niacina,
pectina, acidos organicos (ascérbico, citrico, malico, oxalico, pantoténico,
clorogénico, neoclorogénico y cumarinico); acidos inorganicos (acido bdrico);
taninos (cianina, &acido elagico, malvidina, pelargonidina, punicalina y
punicalagina); flavonoides (luteolina, quercetina y camperol) y azucares (glucosa,
fructosa y maltosa) (Wickes et al.,1898; Ross,1999; Van Elswijk et al., 2004;
Machado et al., 2002).

De la corteza de la raiz se han aislado alcaloides (peletierina, metil-peletierina,
isopeletierina y pseudopeletierina), taninos (acido granatotanico y acido
galotanico); un terpeno (acido ursolico) y un polialcohol (manitol) (Wickes et al.,
1898; Rojas, 1999).

La corteza del tronco contiene taninos (acido galotanico, acido punicotanico, acido
elagico, acido galico, casuarina, casuarinina, pedunculagina, punicacorteina A-D,
galoil, punicalagina y punicalina); acidos organicos (acido betulinico y acido
punicico); un esterol (B-sitosterol); un flavonoide (higrina); un triterpeno
(friedelina); un polialcohol (manitol) y alcaloides (peletierina y derivados) (Lansky et
al., 2007).

Las hojas tienen alcaloides (estricnina); taninos (corilagina y galoilpunicalina, acido
elagico, granatina A y B); un terpeno (acido ursdlico); flavonoides (cianidina,
delfinidina, glucésido de apigenina y glicosidos de luteolina) y un azucar (manitol)
(Roos, 1999; Yehoshua et al.,1999).

Las semillas contienen alcaloides (crisantemina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina e
icarisido, D); lipidos (octadecatrienoil glicerol, isopentil-3-O-octadeca-2-enoil
glicerol); acidos grasos (octadecenioco, octadecanioco, eicosanioco, araquidico,
heneicosanoico, nonanoico, tricosanoico, estearico, oleico, laurico, punicico,
linoléico y palmitico); esteroles (cumesterol, y daucosterol); esteroides (estradiol,
estrona y estriol); flavonoides (cianina, cianidina, fenetil rutinésido, genisteina,

delfina, delfinidina, y pelargonidina, pelargonina); azucares (manitol vy
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fosfatidilinositol) y dos taninos (acido 3,3-di-O-metil elagico y acido 3,3,4-tri-O-metil

elagico) (Tanaka et al.1986).

Las flores contienen terpenos (acido asiatico, acido estiptico y acido maslinico) y

flavonoides (glicésidos de delfinidina, y de pelargonidina y cianidina).

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

de metil éster del acido elagico y punicalagina) (Naz et al., 2007).
2.4 Actividades de P. granatum.

A la granada se le atribuyen las siguientes propiedades farmacoldgicas:
antihelminticas, tenifugas, antibacteriales, antivirales, antifungicas, astringentes,
antidiarreicas, antidisentéricas, depurativas, inmunomoduladoras,
ateroesclerdticas, antiparasitarias, enfermedades periodontales, antitusivas,
antipiréticas, anticancerigenas, antidiabéticas y antifertilidad (Yehoshua et al.,
1999; Hosseind et al., 2007). De hecho, Machado y colaboradores (2003) han
documentado ampliamente su uso para tratar la diarrea, disenteria, y para matar
las lombrices intestinales. Esto ha causado el interés de investigar a fondo otras

propiedades medicinales como las antimicrobianas.
2.4.1 Actividad antibacteriana

En la literatura existen reportes que demuestran la actividad antibacteriana de P.
granatum. La planta completa posee una alta efectividad contra Escherichia coli
O157:H7 (Voravuthikunchai et al., 2004). El extracto de la granada inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina y a su enterotoxina.
En cuanto al jugo de la granada, éste tiene gran actividad inhibitoria contra, S.
aureus resistente a meticilina, S. epidermidis y Klebsiella pneumonie; ademas
evita la adherencia de Streptococcus mutans y otros microorganismos en la
cavidad oral (Kirilenko et al., 1978). Las semillas de la granada tienen actividad
antimicrobiana contra Bacillus subtilis, E. coli y Saccharomyces cerevisiae (De et

al., 1999). En un estudio, se report6 que el zumo de granada tiene accién
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antibacteriana variada ya que depende de la variedad del contenido de

compuestos fendlicos, pigmentos, y acido citrico (Kirilenko et al., 1978).

Se ha encontrado en diferentes estudios, que la cascara del fruto inhibe diversos
microorganismos como; Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, B. anthracis, Salmonella
paratyphi, Vibrio Cholerae, S.aureus, Candida krusei y C. tropicales (Holetzet et
al., 2002; Jafri et al., 2000).

El extracto metandlico de la cascara del fruto resulté ser el mas eficaz contra S.
aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, B. subtilis, y S. typhi (Prashanth et al.,
2001).

El extracto metandlico del pericarpio de la fruta de la granada tiene actividad
antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa (Navarro et al.,
1996).

Algunos autores infieren que la presencia de elagitaninos, galotaninos (EI-Toumy
et al., 2001) y alcaloides (Ferrara et al., 1989), en la granada podrian ser los

responsables de la actividad antimicrobiana.

Por otra parte, el extracto etandlico del pericarpio fue sometido a un proceso de
particion sucesivo con hexano, cloroformo, acetato de etilo y butanol, en el que se
encontré que la fraccion mas activa resulté ser la fraccion de acetato de etilo, la
cual fue sometida a cromatografia y de la cual fue purificada la punicalagina con
otros compuestos como acido elagico. La punicalagina es un compuesto que
también ha sido aislado de la cascara de la granada y el cual ha mostrado tener
actividad antimicobacteriana frente a Mycobacterium tuberculosis tipo humano
ATCC (Jayaprakasha et al., 2003). También se encontr6 que tenia actividad
inhibitoria contra P. aeruginosa, y contra seis cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (Machado et al., 2003).

La granada no solo se ha utilizado para inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas que afecten directamente al hombre, sino también se ha utilizado para

el control de las enfermedades bacterianas de las plantas, ya que se ha
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encontrado que los extractos etandlicos frescos, asi como la piel seca de la
granada, son eficaces inhibiendo el crecimiento de Ralstonia solanacearum, el

cual provoca que se marchiten los jitomates en las cosechas (Vudhivanich, 2003)

Actividades antimicrobianas de extractos de las diferentes partes de la granada se

presentan en el Cuadro 3.
2.4.2 Actividad antifungica

En un estudio se encontr6 que la cascara de la granada tiene actividad
fungistatica, la cual varié segun el microorganismo de prueba; Penicillium citrinum
inhibié el crecimiento en ocho dias, P. patulum durante cuatro dias, y P. roquefortii
y Aspergillus ochraceus durante tres dias. Sin embargo, no hubo ningun efecto

sobre el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus (Cuadro 3).

Estudios in vitro han revelado que el extracto de granada inhibe el crecimiento de
bacterias bucales e inhibe diferentes especies de Candida, resultando ser efectivo
en el 75 % de pacientes con estomatitis asociada a C. albicans (Machado et al.,
2003; Braga et al., 2005; Vasconcelos et al., 2003; Nair et al., 2005), también
presenta actividad inhibitoria contra cepas de A. niger resistentes a penicilina G.
La parte dura y esponjosa de la fruta de la granada, incluidos los zumos frescos y
esterilizados, son eficaces contra C. micoderma (Kirilenko et al., 1978). Por ultimo,

las semillas tienen actividad antimicrobiana contra S. cerevisiae (De et al., 1999).
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Cuadro 3. Actividades antibacterianas y antimicoticas de extractos de diferentes partes

de la granada contra diferentes microorganismos.

Partes de la Fruta

Disolvente usado para
la
extraccion/Compuesto

Microorganismo
de prueba

Referencia

Salmonella typhi y Vibrio
cholerae

(Perez,1994; Guevara,
1994)

Etanol/Punicalina

Staphylococcus aureus

(Machado et al., 2002)

MeOH

S. aureus, Eschericia
coli, Pseudomonas
aeruginosa, y Candida

(Navarro et al., 1996)

albicans
Cascara Hexano, cloroformo, .
. Seis cepas de S. aureus
diclorometano, acetato de . T
atilo. butanol resistentes a meticilina (Machado et al., 2003)
agua/Punicalagina
MeOH S. aureus S. aureus (Gracious, 2001)
o C. micoderma (Kirilenko et al., 1978)
MeOH, extracto acuoso E. coli O157:H7.’ E. coll
’ 026:H11,E. coli O111: (Voravuthikunchai et al.,
NM, E. coli 022 2004)
Etanol S. aureus (Holetzet, 2002)
S. aureus MTCC 737, E.
Eter de Petrdleo,cloroformo coll MTCC_)723,KIebsieIIa
MeOH,y é\gua ' | pneumoniae MTCC 109, (Prashanth, 2001)
’ Proteus vulgaris MTCC ’
Fruto 1771, B. subtilis MTCC
441, S. typhi MTCC 537
Etanol C. albicans (Ahmed, 2001)
Jugo } Actividad antibacteriana (Kirilenko et al., 1978)
Punicalagina M. tuberculosis (Asres et al., 2001)
Acetato de etilo, acetona, B. cereus, B. coagulens,
MeOH, agua B. subtilis, S. aureus, E. (Negi, 2003;
coli,y P. aeruginosa Burapadaja, 1995)
Punicalagina C. albicans (Burapadaja, 1995)
MeOH, extracto acuoso S. typhi (MTCC 531, B (Rani, 2004)
330)
Pericarpio Etanol Ralstonia solanacearum | (Vudhivanich, 2003)
P. citrinum, P. patulum;
P. roquefortii,A.
) ochraceus, A. flavus, (Azzouz, 1982)
and A. parasiticus
B. subtilis, E. coli, y
Semillas Extracto acuoso Saccharomyces (De et al., 1999)
cerevisiae
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2.4.3 Actividad Antidiarreica

La utilidad de la granada para el tratamiento de la diarrea ha sido reportada,
estudios previos demuestran la eficacia del extracto metandlico de las semillas,
como un agente antidiarreico en ratones. Se ha sugerido que el extracto de
granada reduce la diarrea por la inhibicion de la motilidad gastrointestinal
(Navindra et al., 2006).

Otros estudios evaluaron la actividad bioldgica de alcaloides y taninos extraidos de
las raices de la granada, usando como microorganismo de prueba a Entamoeba
histolytica y E. invadens. Los resultados de estos estudios indican que 2 mL del
extracto producian inhibiciones de crecimiento de estas bacterias en un orden de
100 y 40%, respectivamente. Por otra parte, los alcaloides en concentraciones de

1 mg / mL no tenian actividad amoebicida (Segura et al., 1990).
2.4.4 Actividad antiviral.

Estudios realizados utilizando el extracto etandlico de las hojas de granada
demostraron su efecto inhibitorio sobre la replicacion del virus Autographa

California de la poliedrosis nuclear (Erturk et al., 2000).

Otros estudios realizados con la finalidad de demostrar la actividad antiviral de los
extractos de granada, presentaron actividad contra un gran numero de virus,
destacando los virus HSV-1, HSV-2 (virus del herpes genital), RV, virus de la
influenza, el VIH, la poliomielitis, y el virus de la poliedrosis (Lee et al., 1998; Li et
al., 2004; Caballero et al., 2001; Zhang et al., 1995; Stewart, 1998; Erturk, 2000).
La actividad antiviral descrita para el extracto de granada se debe a la presencia
de taninos, a los cuales se les ha demostrado actividad inhibitoria de la replicacion

viral.
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2.4.5 Otras actividades.

El uso mas frecuente de la granada en todo el mundo es como vermifugo o
tenifugo (Zhicen, 1987; Kapoor, 1990). Entre otras actividades, la cascara del
fruto se utiliza para controlar fiebres intermitentes y su extracto presenta actividad
antiparasitaria contra Giardia. Tiene actividad potencial moluscida contra Lymnaea
acuminata, vector de Fasciola hepatica y F. gigantica, agentes etioldgicos de la
fascioliasis endémica del ganado (Tripathi et al., 2000; 2001). Por otra parte, el
extracto etandlico presenta actividad moderada contra Ascaris lumbricoides (Raj,
1975). Por otra parte, un estudio utilizando el extracto acuoso de la corteza de
granada demostré buena actividad para matar lombrices de tierra y gusanos
redondos (Schubert et al., 1999).

El extracto metandlico de la granada inhibe a la enzima a-amilasa, y en ratas
hembra el extracto metandlico acuoso, inhibe la fertilidad de un 70 a 90%
(Prashath et al., 2001; Prakash et al., 1985); mientras que a una dosis de 100
mg/Kg estimula el sistema inmune en conejos, tiene actividad astringente (Holetzet
et al., 2002; Jafri et al., 2000); disminuye ulceras gastricas en un 74%. Por otra
parte se demostré en ratas un efecto cicatrizante a dosis de 500 mg/Kg y un efecto
protector a dosis de 50 mg/kg, también mostro actividad antioxidante (Prashanth et
al., 2001; Wickes et al., 1898; Ajaikumar et al., 2005; Murthy et al., 2004;
Chindambara et al., 2002; Singh et al., 2002). Los extractos acetonico y
cloroférmico mostraron actividad larvicida contra Chrysomya aliceps (Moorsy et al.,
1998).

El jugo de P. granatum contiene una alta proporcion de minerales y compuestos
polifendlicos (galocatequinas, cinidinas y pelargonidinas) los cuales se sabe
tienen usos terapéuticos. El jugo y la cascara de la granada proporcionan
proteccion contra la hepatotoxicidad y tumores. Reduce la presion sistdlica en
21% de pacientes con aterosclerosis, disminuye las lipoproteinas de baja densidad
(LDL); también disminuye el 47 % de la formacion de lesiones cancerosas (Aviran
et al., 2002; 2004; Cerda et al., 2004; Seeran et al., 2004; Kim et al., 2002)

También muestra un fuerte poder antioxidante de los lipidos, evita la oxidacion de
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las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y de baja densidad (LDL), lo cual justifica
sus usos contra la arterosclerosis y como agente bioconservador en alimentos.
También se ha encontrado que inhibe la actividad enzimatica de la
glicosiltransferasa y la colagenasa, por esta razon ha sido utilizada con éxito en la
cosmetologia. Se ha encontrado que en el jugo fermentado de la granada y el
aceite de las semillas frias a presion provocan una inhibicion significativa de la via
de los eicosanoides sobre la enzima ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Schubert et
al., 1999).

El extracto de la corteza del fruto inhibe la proliferacién de células de leucemia
promielocitica de humano HL-60; en ratas disminuye el 76 % de las lesiones
gastricas inducidas con etanol, reduce los sintomas de periodontitis cronica
disminuyendo la capa dentobacteriana (Kawaii et al., 2004; Garzouli et al., 1999;
Sastravaha et al., 2003; Vida et al., 2003). Se le demostré actividad antioxidante a
50 ppm, actividad captadora de radical hidroxilo y oxidacion de la lipoproteina de
baja densidad a 100 ppm (Chindambara et al., 2002; Singh et al., 2002).

El extracto de las semillas en ratas diabéticas reduce en un 52 % los niveles de la
glucosa a dosis de 300 mg/Kg. Las flores reducen los niveles de glucosa en
sangre en rata (Das et al., 2001; Mori-Okamoto et al., 2004; Jafri et al., 2000;
Gracious et al., 2001).EI aceite de las semillas en ratas macho, inhibe hasta en un
56% los tumores de colon a dosis de 100 pg/ml (Kohho, 2004).

El extracto de acetona (90%) del pericarpio de la granada caus6 una inhibicién

significativa de deshidrogenasa carbdnica (Ross, 1999).
2.4.6 Compuestos aislados de P. granatum con actividad bioldgica.

En la mayoria de las plantas investigadas se han encontrado fenoles y taninos
como los constituyentes activos mas comunes (Tanaka et al., 1991). Los
principales componentes en el extracto de los frutos de la granada son taninos o

polifenoles (Haslam, 1996).
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En un estudio hecho por Rani y colaboradores (2004) han sugerido que la
actividad antimicrobiana de granada se debi6 a la presencia de elagitaninos,

galotaninos, y alcaloides.

Se ha reportado que de todos los extractos, la fraccion metandlica del pericarpio
de la granada, resultd ser la mas eficaz contra los microorganismos, la cual fue
sometida a la prueba de deteccion de alcaloides y taninos la cual dio positivo
(Prashanth et al., 2001). Se ha sugerido que compuestos como los taninos son
responsables de la actividad antibacteriana en la granada (Machado et al., 2003),
ya que la granada es rica en éstos (Hussein et al., 1997) y su actividad
antimicrobiana, esta bien establecida (Scalbert, 1991).Parece que tanto los taninos

y alcaloides actuan sinérgicamente contra los microorganismos.

En el caso de su actividad como antifungico, el mecanismo especifico de accién
de los taninos contra Candida no es clara, aunque se sugiere que los taninos
pueden actuar sobre la membrana de la célula ya que estos compuestos pueden
precipitar proteinas (Branting, 1989).Los taninos también inhiben muchas enzimas
como gicosiltransferasas de S. mutans que afecta a la capacidad de atacar a la
superficie dental (Kakiuchi et al., 1986). La adhesion de Candida en las superficies
de acrilico esta probablemente relacionada a la presencia de S. mutans (Branting,
1989). Los polifenoles interfieren en proteinas salivales y algunas enzimas de
bacterias orales. Ademas, pueden afectar y alterar las membranas bacterianas y la

coagregacion bacteriana.

Los extractos de granada mostraron actividad antiviral contra un gran nimero de
virus, y se ha demostrado que la actividad antiviral de sus extractos posiblemente

se atribuya a los taninos (Li et al., 2004).
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Cuadro 4. Compuestos reportados para la especie P. granatum.

Acidos orgéanicos

Estructura Nombre quimico Referencia
Ho O Acido citrico (Poyrazoglu et al.,
0 Ho o) 2002)
HO OH
@) Acido malico (Poyrazoglu et al.,

I
o
©)
I
o;iz
®)
T

2002)

O HO H Acido tartarico (Poyrazoglu et al.,
- 2002)
OH
HO >
HO H 9]

Acido fumarico

(Poyrazoglu et al.,
2002)

Acidos hidroxibenzoicos

Nombre quimico

Referencia

Acido elagico

(Amakura et al., 2000)

OH
HO

OH

Acido galico

(Amakura et al., 2000)
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Cuadro 4. (Continuacion)

Acidos hidroxicinamicos

Estructura Nombre quimico Referencia
HO Acido caféico (Artik,1998; Amakura et
al., 2000)
HO \ OH
(0]
Acido p-cumarico (Artik, 1998; Amakura et
Ho©—\\_\<oH al., 2000)
(0]
Antocianidinas
Estructura Nombre quimico Referencia
OH Delfinidina

(Noda et al., 2002)

Pelargonidina

(Noda et al., 2002)

Antocianidinas

Estructura

Nombre quimico

Referencia

Cianidina

(Noda et al., 2002)
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Cuadro 4. (Continuacion)

Antocianinas

Estructura

Nombre quimico

Referencia

Cianidina-3-O-glucdsido

(Hernandez et al.,
1991)

Delfinidina-3-O-glucdsido

(Hernandez et al.,
1991)

Pelargonidina-3-O-glucésido

(Hernandez et al.,
1991)

Elagitaninos

Estructura Nombre quimico Referencia
Punicalagina (Tanaka et al., 1986;
Gil et al., 2000)
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Cuadro 4. (Continuacion)

Elagitaninos

Estructura Nombre quimico Referencia
Punicalina (Tanaka et al., 1986; Gil
et al., 2000)
Granatina A (Tanaka et al., 1986; Gil
et al., 2000)
Granatina B (Tanaka et al., 1986; Gil
et al., 2000)
Alcaloides
Estructura Nombre quimico Referencia
o Peletierina (Neuhofer et al., 1993;
m Vidal et al., 2003)
N
| H
H
o Metilpeletierina (Neuhofer et al., 1993;
[tl\/u\ Vidal et al., 2003)
N
| H
CH,
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Cuadro 4. (Continuacion)

Alcaloides

Estructura

Nombre quimico

Referencia

N

N

\DH

Pseudopeletierina

(Neuhofer et al., 1993;

Vidal et al., 2003)

Esteroles

Estructura

Nombre quimico

Referencia

Estigmasterol

(Abd El Wahab et
al.,1998)

B-sitoesterol

(Abd EIl Wahab et
al.,1998)

Cumesterol

(Abd EIl Wahab et
al.,1998)
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Cuadro 4. (Continuacion)

Esteroides
Estructura Nombre quimico Referencia
Estrona (Heftmann et al., 1966;
Abd El Wahab et al.,
1998)
Estradiol (Abd El Wahab et al.,

1998)

Triterpenos

Nombre quimico

Referencia

Acido oleandlico

(Lansky et al., 2007).

Acido ursoélico

(Lansky et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Un aumento en el numero de bacterias resistentes a los antibiéticos, la falta de
selectividad, la toxicidad y efectos adversos de los antibioticos utilizados con
mayor frecuencia es una de las causas para estudiar la eficacia de los remedios
naturales en la lucha contra los patégenos, ademas de que el uso de remedios

naturales es idoneo debido a su menor costo.

Las investigaciones se han enfocado principalmente en el tratamiento y la
prevencion de enfermedades infecciosas sistémicas mientras que menor atencion
se ha puesto a las enfermedades orales ocasionadas por las bacterias y
levaduras. Las enfermedades de la cavidad oral incluyendo las caries dentales y
las enfermedades periodontales son los padecimientos que con mayor frecuencia
afectan a millones de personas de diferentes edades alrededor del mundo. Hasta
ahora se han utilizado métodos quimicos (enjuagues bucales y pastas dentales) y
mecanicos para controlar la placa dentobacteriana. Sin embargo, ninguno de los
agentes actualmente disponibles en el mercado es ideal. Esto justifica la busqueda
y desarrollo de agentes alternos derivados de fuentes vegetales que sean mas

seguros y efectivos.

Se ha reportado que los extractos o compuestos purificados a partir de las
distintas partes de P. granatum (granada) tienen un gran potencial para el

tratamiento terapéutico, a pesar de que no han sido completamente investigados.

Por lo anterior, el presente proyecto de investigacion tiene como objetivo
primordial evaluar el efecto de extractos y compuestos puros aislados de la

cascara de P. granatum sobre las bacterias cariogénicas S. mutans y P. gingivalis.
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Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Realizar el estudio quimico biodirigido a la cascara de P. granatum para el

aislamiento y purificacion de compuestos con actividad antibacteriana.

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

especie contra patdégenos orales (S. mutans y P. gingivalis).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Procedimientos Generales.
4.1.1 Analisis cromatograficos.

Los andlisis de cromatografia en capa fina (CCF) analitica y preparativa se
realizaron, de acuerdo a las técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas
de elucion y placas de aluminio de diferentes dimensiones, recubiertas con gel de
silice (60 Fzs4 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm y 1 mm de espesor,
respectivamente. La visualizacidén de las placas se realizé con luz UV (onda corta,
254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente fueron reveladas con diferentes
agentes cromogenos (vainillina sulfurica al 5% y anisaldehido sulfurico) cuya
composicion se muestra en el siguiente cuadro, seguido de calentamiento (110°C

aprox.) hasta la visualizacion de los compuestos.

Cuadro 5. Agentes cromogenos utilizados para los analisis cromatograficos en capa fina.

Agente cromogeno Composicion Referencia

Vainillina Sulfurica 5% 1g de vainillina (Stahl, 1969)
1 mL HCI
100 de metanol

Anisaldehido Sulfurico 1 mL de Anisaldehido (Colin, 2003)
2 mL de HzSO4
En 100 mL de acido acético
glacial

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizé sobre gel de silice Kieselgel
60 Merck con tamafo de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM, o bien
con Sephadex LH-20, empacado en columna de vidrio (5 x 30 cm) y utilizando

diversos sistemas de elucion.
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4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas 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 de resonancia magnética nuclear de protén (RMN'H 400 MHz) y de
carbono 13 (RMN'™C, 100 MHz) se generaron en el equipo Varian modelo
VNMRS, utilizando CDCI; como disolvente y tetrametilsilano como referencia para
los desplazamientos quimicos expresados en ppm. Los espectros de masas
generados por la técnica de impacto electronico (EM/IE) se determinaron en un
Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) introduccion directa a 70 eV y

bombardeo de atomos rapidos (EM-FAB).
4.2 Material Vegetal.

El Material vegetal utilizado en el presente estudio fue obtenido en el Mercado de

la Merced en la Ciudad de México en el mes de Septiembre de 2008.
4.3. Ensayo Bioldgico.
4.3.1. Microorganismos de prueba.

Para determinar la actividad antibacteriana del extracto total, fracciones y
compuestos aislados de P. granatum se utilizaron los microorganismos
Streptococcus mutans (ATCC 10499) y Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277)
por tratarse de los principales patdogenos orales causantes de la caries dental y
enfermedades periodontales. Para el desarrollo de S. mutans se utilizé caldo
infusion de cerebro-corazén (BHI) como medio de cultivo, incubando a 37°C bajo
condiciones aerobias. Para desarrollar a P. gingivalis el medio de cultivo utilizado
fue soya ftripticaseina suplementado con clorhidrato de cisteina (0.05%),
menadiona (0.02 pg/mL), hemina (5 pg/mL) y nitrato de potasio (0.02%),

incubando a 37°C bajo condiciones anaerobias mediante un sistema de
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recipientes de GasPack EZ (BD) conteniendo un sobre activado para la
generacion de CO; (GasPack EZ CO,).

4.3.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

La actividad antibacteriana se expresd en términos de concentracion minima
inhibitoria y se determind por el método de microdilucion en placa ésteril de 96
pozos. Los cultivos de cada microorganismo se incubaron por una noche,
posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm por 10 minutos, se lavd 2 veces con
solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M (PBS pH 6.8) y se resuspendieron con
la misma solucion. La suspension celular se ajustd con un espectrofotometro de la
serie Cecil (Milton Roy) de forma que cada pozo contuviera 5x10° 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. Cada muestra se ensayo por triplicado.
Las placas fueron incubadas a 37°C bajo las condiciones correspondientes,
determinando el crecimiento espectroscopicamente (Asso) después de 24 y 48

horas con una lectora de placas de 96 pozos.

Como control negativo se utilizé el medio de cultivo inoculado, mientras que el
blanco fue el medio de cultivo sin inocular. El control positivo fue el medio de

cultivo inoculado con gluconato de clorhexidina.

El valor de CMI para cada microorganismo se defini6 como la minima
concentracion del compuesto de prueba que limitaba la turbidez a menos de 0.05

Asao nm.
4.4 Estudio fitoquimico de la cascara de P. granatum (granada).
4.4.1 Obtencion del extracto total de la cascara de P. granatum.

Se maceraron 1.21 kg de la cascara de granada con 1.5 L de metanol durante un
dia, posteriormente el extracto se filiré y se concentré al vacio; obteniendo un

extracto de color amairillo.
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4.4.2 Fraccionamiento primario del extracto de la cascara de granada.

Dicho extracto se sometié a un proceso de fraccionamiento primario mediante un
proceso de particion. El proceso se realizé utilizando como disolvente hexano,
CH.CI,, acetato de etilo y una mezcla de acetato de etilo/butanol (1:1),
sucesivamente. Obteniendo 4 fracciones (Fraccion hexanica (Fl), Fraccion de
CHJCl, (Fll), Fraccion de acetato de etilo (Flll), Fraccion de acetato de
etilo/butanol (1:1) (FIV)) y Fraccién acuosa (FV). El Diagrama 1 resume el proceso

de fraccionamiento del extracto de P. granatum.
4.4.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FlII.
4.4.3.1 Aislamiento del acido elagico (1).

En la fraccion primaria Flll (fraccion de acetato de etilo), precipitd de manera
espontanea un sélido, el cual se separd por filtracién, posteriormente se lavé con
una mezcla de agua/metanol y se filtro al vacio obteniendo un sdlido de color
amarillo claro (16 mg). RMN-"H (400 MHz, DMSO- dg) & (ppm): & 7.45 (s, H-4, H-9), 3.34
(2, 3, 7, 8-OH); RMN-"3C (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 136.33 (C-1a, C-6a), 139.52 (C-
2, C-8), 148.05 (C-3, C-8), 112.25 (C-4, C-9), 107.57 (C-4a, C-4b), 112.25 (C-4b, C9b),
159.03 (C-5, C-10).
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Diagramal. Proceso de obtencion y fraccionamiento del extracto de las cascaras de P.
granatum.
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4.4.4. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FllI-P (parte insoluble

en acetato de etilo).

El filtrado de la parte insoluble, se sometid a un fraccionamiento secundario en
una columna abierta de Sephadex LH-20 (5 x 35 cm), utilizando metanol como
eluyente. Se obtuvieron un total de 20 fracciones (50 ml) reuniéndose aquellas que
mostraron similitud cromatografica para obtener cuatro conjuntos de fracciones
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de la
fraccion FlII-P (parte insoluble).

Sistema de Eluciéon Fracciones Fracciones Clave
obtenidas reunidas
1-2 1 Flll-P1
3-4 2
Metanol 4-6 3 FllI-P2
7-8 4
9-10 5 FllI-P3
11-20 6 Flll-P4

4.4.5 Fraccionamiento secundario de la fraccion activa FllI-S (parte soluble
en acetato de etilo).

La porcidn soluble en acetato de etilo de la FIll (Fraccion 1lI-S) se fracciond
utilizando una estrategia similar a la descrita en el inciso 4.4.4 para la fraccion
insoluble FIlI-P. Como resultado del proceso se obtuvieron 10 fracciones

combinadas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de la
fraccion FlII-S (Parte soluble).

Sistema de Elucién Fracciones Fracciones Clave
obtenidas reunidas
1 1 FIIIS-1
2 2 FllIS-2
3 3 FIIIS-3
4 4
5 5
6 6 FllIS-4
7-8 7
9-10 8 FIIIS-5
11-13 9 FIlIS-6
Metanol 14-15 10 FINS-7
16-18 11 FIIS-8
19-20 12 FIIIS-9
21-25 13 FIlIS-10

Las fracciones FIII-S4 y FIII-P2 resultaron cromatograficamente similares, se

reunieron. La fraccidon combinada se someti® a un fraccionamiento terciario sobre

Sephadex LH-20 (5 x 35 cm), utilizando metanol como eluyente. Este proceso

permitié el aislamiento de la (-)-epicatequina (2) y cantidades adicionales del acido

galico (3).

Cuadro 8. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta de la fraccion FllI-S4 y

de la fraccion FlII-P2.

Sistema de Elucién Fracciones Fracciones Clave
obtenidas reunidas
1 1 FllI-SP1
2-3 2 Flll-SP2*
4 3 FIll-SP3
Metanol 5 4 Flll-SP4
6 5 FIlI-SP5
7 6 FIll-SP6

De estas fracciones, la fraccion FlII-SP2 fue sometida a un fraccionamiento en

columna abierta utilizando como fase estacionaria 100 g de gel de silice y como

fase mévil CH,Cl,, CH,Cl>-MeOH y MeOH en diversas proporciones (Ver Cuadro).

Se colectaron 116 fracciones, que mediante el revelado con vainillina sulfurica al




1% de las placas se juntaron por su similitud cromatografica y se obtuvieron 15

fracciones en total.

Cuadro 9. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta de la fraccion FlII-SP2.

Sistema de Proporcidn Fracciones Fracciones Clave
Elucion obtenidas reunidas

CH,Cl,-MeOH 100 1-8 1-12 Flll-SP2-1

CH,Cl,-MeOH 95:5 9-16 13-16 Flll-SP2-11

CH,Cl,-MeOH 90:10 17-30 17 FllI-SP2-111

18 Flll-SP2-1V
19 Flll-SP2-V

20-21 FllI-SP2-VI
22-24 FllI-SP2-VII
25-31 Flll-SP2-VIII*

CH,Cl,-MeOH 85:15 31-42 32-33 FllI-SP2-1X
34-46 FllI-SP2-X

CH,Cl,-MeOH 80:20 43-50

CH,Cl,-MeOH 70:30 51-62 47-65 Flll-SP2-XI

CH,Cl,-MeOH 65:35 63-64

CHCl,-MeOH 60:40 65-72 66-68 FllI-SP2-XI
69-82 FllI-SP2-XII

CH,Cl,-MeOH 50:50 73-80

CH,Cl,-MeOH 45:55 81-84 83 Flll-SP2-XIlI

CH,Cl,-MeOH 40:60 85-88

CH,Cl,-MeOH 35:65 89-92

CH,Cl,-MeOH 30:70 93-96

CH,Cl,-MeOH 25:75 97-100

CH,Cl,-MeOH 20:80 101-104 84-116 Flll-SP2-XIV

CH,Cl,-MeOH 15:85 105-108

CH,Cl,-MeOH 10:90 109-112

CH,Cl,-MeOH 0:100 112-116

La fraccion FlII-SP2-VIII, se sometié a sucesivas cromatografias utilizando gel de

silice como adsorbente, obteniendo 47 fracciones.

Las fracciones fueron

analizadas por cromatografia en capa fina y se reunieron de acuerdo a su similitud

cromatografica, obteniendo en total 4 fracciones.
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Cuadro 10. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta de la fraccion FllI-
SP2-VIII.

Sistema de Fracciones Fracciones Clave
Elucién/Proporcion obtenidas reunidas
1-8 1 FlII-SP2-VI11I-1
Cl,CH,/ MeOH 9-17 2 Flll-SP2-VIII-2
(8:2) 18-32 3 FllI-SP2-VI1I-3
33-47 4 Flll-SP2-VIII-4

4.4.5.1 Aislamiento de la epicatequina (2).

La fraccion FIII-SP2-VIII-1 se sometid a un proceso de cromatografia en capa fina
preparativa de silica gel, para la cual se utiliz6 como fase movil
AcOEt:CH3;COOH:HCOOH:H,O (11:1.1:1.1:2.7). Como resultado se logrd la
separacion de una banda la cual se raspd y se coloc6 en un matraz con mezcla
de CHyCl, / MeOH (1:1), se dejo reposar por un dia. Posteriormente se filtré al
vacio, para separar la silica gel del compuesto y el filtrado fue concentrado al
vacio. El compuesto se identificd como epicatequina. RMN-"H (400 MHz, MeOH-
ds) © (ppm): & 4.81 (s, H-2); 4.17 (m, H-13); 5.95 (d, J= 2.4, H-6); 5.92 (d, J= 2.4,
H-8); 6.98 (d, J= 2.0 H-2’); 6.76 (d, J= 8.0, H-5’); 6.81 (dd, J= 8.0, 2.0, H-6’), H-4a
(J= 16.4, 3.6), H-4p (J= 16.4,3.6). RMN-">C (100 MHz, MeOH-ds) & (ppm): 156.56
(C-7), 156.22 (C-9), 155.93 (C-5), 144.50 (C-3’), 144.34 (C-4’), 130.85 (C-1’),
117.98 (C-2’), 114.47 (C-6’), 113.89 (C-5’), 98.66 (C-10), 94.97 (C-6), 78.45 (C-3),
78.43 (C-3), 66.06 (C-2), 27.83 (C-4).

4.4.5.2 Aislamiento de acido galico (3).

De la fraccion FIII-SP2-VIII-4 precipitdé de manera espontanea un solido que fue
identificado como el acido galico por comparacion de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con las reportadas en la literatura: RMN-'H
(400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6 9.18 (s, 1-COOH), 6.90 (s, H-3, H-7), 3.40 (4, 5,
6-OH). RMN-"C (100 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm): 167. 40 (C-1), 145.38 (C-4, C-6),
137.96 (C-5), 120.46 (C-2), 108.73 (C-3, C-7).
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4.4.5.3 Aislamiento del acido malico (4) a partir de la fraccién F4.

El compuesto 4 precipitdé como un sélido amorfo de olor blanco, a partir de la
fraccion 4 y fue identificado como el acido malico por comparacion de sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas con las reportadas en la
literatura: RMN-"H (400 MHz, MeOH-dg) & (ppm): & 4.50 (dd, J= 7.6, 4.4, H-2), 2.79
(dd, J= 16.0, 4.4, H-2a) 4.50 (dd, J= 16.0, 4.4, H-2b), RMN-"3C (100 MHz, MeOH-
ds) © (ppm): 175.12 (C-1); 172.76 (C-4); 67.00 (C-2); 38.6 (C-3).

Q OH
0] OH OH
HO @)

O

acido elagico (1) (-)- epicatequina (2)
0] OH

@) OH
OH
HO
HO OH
@]
OH
acido galico (3) acido malico (4)

Figura 3. Estructuras de los compuestos aislados de P. granatum.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La seleccién de la especie Punica granatum L. (granada roja) se realizé con base
en el amplio uso de esta especie en la medicina tradicional, y en especifico por su
uso en el tratamiento de infecciones orales, por lo que este estudio se enfocé en
determinar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la cascara de
granada contra la bacteria cariogénica S. mutans y la bacteria causante de la
gingivitis P. gingivalis. El proceso de maceracion con metanol permitié obtener un
extracto total de naturaleza viscosa y de color amarillo obscuro, con CMI de 182
ug/mly 266 pg/ml para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente (Cuadro 11). Un
extracto vegetal se considera activo contra las bacterias de prueba si presenta una
CMI menor a 1000 pg/ml (Rivero-Cruz et al., 2008).

El extracto total fue sometido a un fraccionamiento primario por particion utilizando
hexano, CH,Cl,, acetato de etilo, y mezcla acetato de etilo/butanol (1:1),
sucesivamente. Como resultado de este proceso se obtuvieron las fracciones de
hexano (FI), CH,CI, (FIl), acetato de etilo (Flll), acetato de etilo/butanol (FIV) y de

metanol acuoso (FV), cuyas CMI’s se presentan el Cuadro 11.

La fraccidén primaria activa Flll (fraccion soluble en acetato de etilo) (Cuadro 11)
fue sometida a una cromatografia en columna abierta de Sephadex LH-20 como
fase estacionaria y metanol como fase mévil. De este proceso se obtuvieron 10
fracciones. Por otra parte, la fraccion insoluble FllII (fraccion insoluble en acetato
de etilo) se sometié por separado a un tratamiento similar y de este proceso se
obtuvieron cuatro fracciones. Las fracciones FllI-S4 y FllI-P2 fueron combinadas
de acuerdo a su similitud cromatografica en una fraccion FllI-SP. La fraccidén se
recromatografio sobre Sephadex LH-20 y gel de silice sucesivamente. Las
fracciones obtenidas se evaluaron y la FllII-SP2 presentd la mejor actividad con

CMI's= 46 pg/mly 38 pg/ml para S. mutans y P. gingivalis, respectivamente.
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Cuadro 11. Actividad antibacteriana (CMI) del extracto total y las fracciones de P.

granatum contra las bacterias S. mutans y P. gingivalis.

Muestra Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
CMI (pg/ml) CMI (pg/ml)
Extracto total 182 266
Fl 123 266
Fll 246 266
Fll 32 133
FIV 63 266
FV 123 133
CHX 3.4 2.6

CHX*: gluconato de clorhexidina

De la fraccion activa Flll (CMI= 32 pg/ml y 133 pg/ml para S. mutans y P.
gingivalis, respectivamente), precipitd de manera espontanea un solido de color
amarillo, el cual se identific6 como acido elagico (1), que fue caracterizado por
comparacion de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas (Khallouki et
al., 2007). A partir de la fraccion activa FllI-SP2 (CMI= 46 pug/mly 38 pug/ml para S.
mutans y P. gingivalis, respectivamente), la cual fue sometida a sucesivas

cromatografias, se aislé y se caracterizo la (-)-epicatequina (2) (Bejar et al., 1993).

Por otra parte, de la fraccion FIlI-SP2-VIlI-4 precipitd espontaneamente un solido,

que fue caracterizado como el acido galico (3) (Kwon et al., 2007).

Por udltimo, de la fraccion 4 (FllI-P4) se aislé un sélido blanco que fue caracterizado
como el &cido malico (4) mediante comparacion de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con datos reportados en la literatura
(Caligiani et al., 2007; Kilcoyne et al., 2005).
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Cuadro 12. Actividad antibacteriana (CMI) de los compuestos aislados P. granatum

contra las bacterias S. mutans y P. gingivalis.

Compuesto Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
CMI (pg/ml) CMI (pg/ml)
Acido elagico (1) 127 65
-(-)Epicatequina (2) 48 24
Acido galico (3) 111 104
Acido malico (4) 245 126
CHX 4.2 2.7

CHX*: gluconato de clorhexidina
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La informacion cientifica que se generé en esta investigacion representa una
contribucién al conocimiento quimico y biolégico de la especie P. granatum. El
efecto antibacteriano que presenta el extracto integro de preparado a partir de las
cascaras de la granada y uso de la especie para el tratamiento de enfermedades
de la cavidad oral, sustentan de manera preliminar y parcial, la eficacia de la

especie en las practicas médicas populares.

El estudio quimico biodirigido del extracto preparado a partir de la cascara la
granada roja (P. granatum) permitié el aislamiento y caracterizacion de cuatro
componentes previamente descritos en P. granatum. Los compuestos aislados
fueron &cido elagico (1), la -(-) epicatequina (2), el acido galico (3) y el acido

malico (4).

De los compuestos aislados la -(-) epicatequina (2) presentd la mejor actividad
antibacteriana sobre las bacterias S. mutans y P. gingivalis con concentraciones
minimas inhibitorias de 48 pg/mL y 24 pg/mL. Ademas de la actividad
antibacteriana este compuesto ha mostrado propiedades como; antiulcericas,
antiinflamatoria, astringente y amebicida (Calzada et al., 2000; Lin et al., 2001;
Kwon et al., 2007).

Por otra parte, el acido elagico (1) presentd una actividad biolégica moderada
contra S. mutans con una CMI de 127 pg/mL, pero menor a la del acido gélico (2),
el cual tuvo mejor actividad con una CMI de 111 pg/mL. Con respecto a P.
gingivalis el &cido elagico presentd mejor actividad biolégica con una CMI de 65
png/mL, mientras que el acido galico mostré una actividad biolégica moderada con
una CMI de 104 ug/mL. El acido elagico ha demostrado que inhibe la actividad de
la glucosiltransferasa de S. mutans; ademas de tener efecto antioxidante,
antimutagenico, antitumoral y activador de la coagulacion de la sangre (Sawamura
et al., 1991). Al acido galico en la literatura se le describe su efecto inhibidor del

crecimiento de cepas de E. coli 0157:H7, Corinebacterium sp., B. subtilis, B.
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cereus, Shigella shiga y V. colera. Por otra parte, también se ha encontrado que

reduce la replicacion del virus del herpes genital HSV-2.

El acido malico presentd la menor actividad biologica contra S. mutans y P.
gingivalis. Este resultado contrasta con los reportes que se encontraron en la
literatura en los cuales se describe la actividad antibacteriana del acido méalico
sobre la bacteria S. typhimurium (Gadang., et al 2008).

Es importante destacar el antibiético clorhexidina, uno de los agentes empleados
con mayor frecuencia para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por
bacterias en la cavidad oral presenta una CMI considerablemente menor a la de
los productos aislados en este trabajo. Sin embargo, este compuesto presenta
numerosas desventajas entre las cuales podemos destacar el manchado de los
dientes y la alteracion del sentido del gusto lo cual limita su uso en el tratamiento

de enfermedades de la cavidad oral (Quirynen et al., 2000).
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7. PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio fitoquimico de la cascara de granada con la
finalidad de aislar componentes minoritarios presentes en las fracciones
activas del mismo.

Establecer el efecto de los extractos derivados de la granada y compuestos
puros sobre la enzima glucosiltransferasa de S. mutans.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia que permita cuantificar los principios activos en los extractos de la

granada.
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ANEXO

ESPECTROS
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Figura 4. Espectro de RMN-H del 4cido elagico (DMSO-dg, 400 MHz).
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