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w Introduccion

1.0INTRODUCCION

Segun datos de la Organizacion Mundial de Salud (OMS) las enfermedades bucodentales, como
la caries dental, la periodontitis (enfermedad gingival) son un problema de salud de alcance
mundial, presente tanto en paises industrializados como en paises en vias de desarrollo,
afectando en estos ultimos del 60% al 90% de la poblacion. La caries dental es la enfermedad

bucodental mas frecuente dentro de los paises asiaticos y latinoamericanos (OMS, 2010).

En México, las enfermedades ocasionadas por microorganismos representan un gran gasto al
sector salud, en donde la caries representa una de las enfermedades infecciosas de mayor
incidencia y que puede ocasionar mayores estragos en la calidad de vida de quienes la padecen.
Aunque en los ultimos afos la incidencia de esta enfermedad ha disminuido debido a la mejora
en higiene bucal y al uso de diversos compuestos con fines profilacticos contenidos en los
productos destinados a esta. Segun datos de la OMS aun sigue siendo un problema grave de
salud, sobre todo en poblaciones de bajos recursos (OMS, 2004).

La caries se caracterizada por la colonizacidon y acumulacion de microorganismos en la superficie
dental formando la placa dentobacteriana produciendo la desmineralizacién de la estructura del
diente y que puede desembocar en dolor o en el peor de los casos en la perdida de piezas
dentales (Fejerskov et al., 2004). La especie Streptococcus mutans es conocida como el principal
agente etiolégico de la caries, esta especie, sintetiza polisacaridos extracelulares insolubles a
partir de los azucares de la dieta por accién de las enzimas glucosiltransferasas, estos
polisacaridos aumentan la adhesién de bacterias a la superficie dental contribuyendo a la
formacion de la biocapa y con ello la acumulacién de microorganismos cariogénicos (Hamada et
al.,1980).

En la actualidad existen una gran variedad de compuestos con actividad antimicrobiana tanto de
origen sintético como provenientes de fuentes naturales las cuales gozan de ventajas sobre todo
en la sintesis y seguridad sobre aquellos obtenidos de manera sintética. Adicionalmente el uso de
plantas con fines medicinales en nuestro pais goza de gran aceptacion y es una practica
ampliamente utilizada sobre todo en la poblacion que no cuenta con acceso a instituciones de

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

Estudios etnofarmacolégicos de la especie Psidium guajava comunmente conocida como

guayaba muestran el uso de esta planta en diferentes partes del mundo como tratamiento de
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diversos padecimientos, atribuyéndole diferentes propiedades farmacoldgicas entre las cuales
destacan sus propiedades: antiinflamatorias, antihipertensivas, analgésicas, antipiréticas,

antidiarreico, antitusivo y antibacteriano, entre otras (Aguilar et al., 1994; Pérez et al., 2004).

Aunque existen en la literatura diversos estudios de las propiedades farmacolégicas atribuidas a
esta especie y su relacion con sus componentes quimicos, en muchos casos aun no se ha podido
dilucidar de una forma clara la relacion existente entre estos. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que los flavonoides encontrados en la especie Psidium guajava poseen propiedades
bacteriostaticas y antimicrobianas contra diversas especies bacterianas tanto Gram positivos
como Gram negativos (Pongsak y Parichat, 2010).

Dado que la evidencia cientifica ha proporcionado bases para sehalar que los componentes
contenidos en los extractos de la especie Psidium guajava L. poseen un alto potencial
antimicrobiano para una amplia variedad de especies microbianas, resulta de gran interés realizar
una investigacion sobre los efectos antimicrobianos y potencia de los diferentes componentes
contenidos en la guayaba, particularmente los flavonoides con el fin de proporcionar informacién
util y transcendental para su posterior uso como profilaxis y tratamiento en enfermedades de la

cavidad oral.
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2.0 ANTECEDENTES
2.1.0 Salud de la cavidad oral

La OMS define la salud bucodental como la ausencia de dolor orofacial crénico,
cancer de boca o garganta, llagas bucales, defectos congénitos como labio
leporino o paladar hendido, enfermedades periodontales (de las encias), caries
dental y pérdida de dientes, y otras enfermedades y trastornos que afectan a la
boca y la cavidad bucal (OMS,2004).

La salud bucal es un elemento determinante y fundamental de la salud integral,
cualquier factor que afecte la salud bucal también tendra implicaciones en el
estado de salud general del paciente, perturbando por consiguiente en forma

generalizada la calidad de vida de este.

2.1.1 Epidemiologia de la caries

Cifras de la OMS estiman que alrededor de 5 mil millones de personas en el
planeta sufren caries, de las cuales entre el 60 y 90 % de la poblacién afectada
se encuentra en edad escolar (Figura 1). Los efectos de estas enfermedades
en términos de dolor, sufrimiento y/o deterioro en la calidad de vida son
considerables y a la vez costosos, representando del 5 al 10 % de los gastos
en salud publica (OMS, 2004).

En México la prevalencia de caries dental en nifilos supera cualquier otra
condicion de salud. De acuerdo con calculos del 2002, seis de cada diez nifios
padecen caries dental a la edad de seis afios. A los 25 afios se encuentran
afectados por caries dental 13 dientes en promedio y a los 64 afios seis dientes

presentan caries, 6 se han perdido y uno esta obturado (SSA, 2002).

No obstante la reduccidon en la incidencia de caries es una tendencia a nivel
mundial, como consecuencia de mejora en la higiene, uso de fluoruros y otros
productos con fines profilacticos incorporados en productos destinados a la
higiene dental, sin embargo los paises menos desarrollados no han logrado

reducir de forma significativa la incidencia de las caries, sobre todo en la
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poblacién que no cuenta con acceso a Instituciones de salud y de bajos
recursos economicos (CENAVECE, 2008).

Dientes cariados, pérdidos y obturados
en la dentadura permanente.

[ Muy bajo: <1.2
[IBajo:12a26

& [__IModerado: de 2.7a44
[ Alto: >4.4
[ No existen datos

Figura 1: Mapa de caries a nivel mundial en nifios en edad escolar (OMS,
2003).

2.1.2 Definicion de caries

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha definido a la caries como un
proceso localizado de origen multifactorial caracterizado por el
reblandecimiento del tejido duro del diente que evoluciona hasta formar una
cavidad; de la cual, si no se atiende oportunamente afecta la salud general y la
calidad de vida (OMS, 1987).

2.2.0 Etiologia de la caries
2.2.1 Factores implicados en la caries

La caries dental es una enfermedad multifactorial que se inicia con cambios
microbiolégicos en la placa dental (biofilm) y que desencadena una serie de
reacciones que propician la desmineralizacion del diente (Figura 2). El riesgo
de una persona a sufrir caries puede variar y esta relacionado con diferentes
factores tanto fisiolégicos como de estilo de vida.

Los factores socioecondmicos y culturales tienen un papel importante en el

desarrollo de la caries ya que condicionan habitos dietéticos, de higiene oral y
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de frecuencia y tipo de atencion odontoldgica, por otra parte factores propios
del hospedero (como la estructura dental y el flujo y composicion de la saliva),
asi como la microbiota oral también influyen en el desarrollo de la caries

(Featherstone et al., 2002).

Estatus
Socidemografico

Saliva
- Composicion
-Flujo

- Capacidad Buffer

Cuidado dental Educacién

Agentes
Antibacteriales

Proteina

Educacion

Conomiento | sallantes
dentales

Infeccion Actitudes

bacteriana

Habitos

pH de la placa
Especies Microbianas

Factores Personales

OO

Comortamiento
- Higiene oral
- Entremesas

Factores del ambiente oral

O Factores que influyen diractamente
enel desarollo de las caries

Figura 2. Factores etioldgicos de la caries (Fejerskov y Manji, 1990)

Actualmente, se considera la formacion de la placa dental como el principal
detonante de la caries, todos los factores del hospedero y del medio que
favorecen la formacion de la biocapa dental pueden ser definidos como

factores de riesgo para el desarrollo de la caries (Negroni, 2008).
2.2.2 Patogénesis

La caries dental es resultado de la interaccién a través del tiempo entre las
bacterias productoras de acido, un sustrato que las bacterias pueden
metabolizar y factores del hospedero que incluyen los dientes y la saliva

(Selwitz, 2007). La caries dental resulta del desequilibrio entre los minerales del
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diente y la ecologia microbiana (biofilm). En donde las bacterias enddgenas
principalmente Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus
spp en el biofilm producen acidos como un subproducto del metabolismo de
hidratos de carbono fermentables (Diagrama 1). Este acido es secretado por
las bacterias y hace que el pH local disminuya hasta un valor critico al cual se
produce la desmineralizacion de los tejidos dentales. Si la difusiéon de calcio,
fosfato y carbonato fuera del diente, continua entonces se producird una
cavidad en las estructuras dentales implicadas (Fejerskov et al., 2004; Scheje
et al., 2004).

Biofilm Bacteriano
+
Carbohidratos Fermentables

v

Produccién del acido

v

Esmalte Desmineralizaciéon Caries en

dental . L el esmalte
<ano Remineralizacién dental

T

Ca2+
PO.>
F-

T

Saliva
+
Fuente de Floruro
+
Control de la Placa
+
Modificacién en la Dieta

v

A

Diagrama 1: Proceso cariogénico (modificado de Selwitz, 2007).

2.3.0 Ecosistema oral

La cavidad oral posee una microbiota caracteristica, debido a las condiciones
peculiares de nutrientes, pH y humedad, ademas de la variedad de funcion y
distintos factores que confluyen localmente. El ecosistema oral comprende la

flora oral, los diferentes sitios de la cavidad oral donde crecen (es decir,
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habitats) y el entorno asociado. Siendo caracterizados 5 diferentes habitats
orales:

* Mucosa bucal

* El dorso de la lengua

* Epitelio crevicular

* Superficies dentales
2.3.1 Placa dental

La superficie dental es la unica superficie dura del cuerpo no irrigada, la cual
adsorbe selectivamente varias glicoproteinas acidas como la mucina de la
saliva, las cuales forman una capa delgada en la superficie dental conocida
como Pelicula Adherida al Esmalte (PAE), esta capa contiene un alto niumero
de grupos sulfato y carboxilo, que contribuyen a la adhesion de bacterias de las
vecindades y que son trasportadas a través del flujo salival, subsecuentemente
ocurre la adhesion de otras bacterias la cual consiste en una variedad de
reacciones de adhesion y coagregacién en las que estan involucradas
interacciones fisicoquimicas (débiles) y estereoquimicas (permanentes) entre
las superficies microbianas la PAE y entre si (Figura 3). El proceso anterior
continua con un crecimiento confluente y la formaciéon de un biofilm maduro o

en este caso la placa dental (Loesche et al., 1986).

Formacién de una biopelicula madura

% intersticios de agua
5 Contacto célulaa
W Células célula mas fuerte

= plancténicas y formacion de

L\ micro-colonia
II
l, =, =

Primera J Células incrustadas | @

incrustacion . \

% Coagregacion desprendimiento

Adhesiéon 1y 4 *desprendimiento
Adsorsion \ A

de proteinas

=

Superficie

Figura 3: Proceso de formacion de biofilm (Negroni, 2008).
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Los biofilms son comunidades microbianas, de células unidas a un sustrato o
interfase y entre si, embebidas en una matriz extracelular de polimeros
producidos por ellas mismas (Negroni, 2008). La formacion de estas
comunidades seniles y su inherente resistencia a los agentes antimicrobianos,
son la raiz de muchas infecciones bacterianas persistentes y cronicas. Por otro
lado, los biofilms formados sobre la superficie dental, también suelen ser
beneficiosos ya que impiden la colonizacion de otros patdgenos exdégenos

(Lasa et al., 2005).
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Figura 4: Composicion de la placa dental (Kolenbrander et al., 2002).
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La placa dental esta compuesta de entre 20-30 especies bacterianas distintas,
entre las que invariablemente destacan en numero los Streptococcus y
Actinomyces sp. (Lasa et al., 2005). Las bacterias de la placa dental viven en
equilibrio mientras las condiciones externas se mantengan constantes, una
persona con un alto consumo en azucares, favorecera el desarrollo de
especies bacterianas capaces de fermentarlos, desequilibrando la poblacion
bacteriana y favoreciendo el desarrollo de especies como Streptococcus
mutans, a su vez aumentando la produccién de acido lactico por estas
bacterias, lo cual a largo plazo disuelve el esmalte de los dientes. S. mutans
produce también glucanos insolubles que aumentan la adherencia de bacterias
cariogénicas resultando como consecuencia final el desarrollo de la caries
(Figura 4).

2.3.2 Streptococcus mutans
S. mutans fue aislado de lesiones cariosas en humanos por Clarke en 1924. Es
una bacteria gram positiva, acidogénica, acidurica de la cual se han identificado
3 serotipos en humanos el ¢, e y f (Akiko et al., 1998) y es considerada como el
principal microorganismo implicado en el desarrollo de la caries en el esmalte
(Hamada et al.,1980). Dicha condicion solo ocurre en presencia de factores
predisponentes, ya que en condiciones normales esta bacteria no causa caries.
Un factor que propicia el desarrollo de la caries es un alto contenido de
sacarosa en la cavidad oral. S. mutans posee distintos factores de virulencia
que producen un ambiente adecuado para su supervivencia y proliferaciéon

contribuyendo a la desmineralizacién del diente.

2.3.3 Factores de virulencia de S. mutans
Streptococcus mutans tiene la capacidad de adherirse a la PAE y producir
acidos, dos caracteristicas asociadas como factores cariogénicos de este
microorganismo (Figura 5). La adherencia de esta bacteria se da por la
interaccion de una proteina extracelular que la constituye (PAc) y otras que
estan formando parte de la PAE tales como proteinas ricas en prolina (PRPs),

estaterinas, histatinas y cistatinas (Hadada et al., 1984). Adicionalmente la
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sintesis de glucano insoluble de S. mutans a partir de sacarosa por accion de
las glucosiltransferasas (GTFs) es esencial en el proceso de adhesion de otras

bacterias. Por lo tanto los principales factores de virulencia de S. mutans son:

* Acidogenicidad: S. mutans tiene la capacidad de fermentar los azucares de
la dieta para producir principalmente acido lactico que es secretado a
través de su ATPasa, el cual ante un aumento de sustrato como la
sacarosa puede ocasionar un descenso en el pH hasta valores de entre
(56.2-5.7); mismos que propician la desmineralizacion del esmalte
(Lakshman et al., 2006).

* Acidofilicidad: se refiere a la capacidad que tiene S. mutans de sobrevivir en
ambientes con bajos valores de pH (Acosta et al., 2006).

* Aciduricos: con la finalidad de mantener las condiciones intracelulares a
valores mas altos que los del ambiente exterior, esta especie desarrollo
mecanismos por los cuales puede trasportar protones H”, al exterior por un
aumento en la translocacion de estos protones a través de la ATPasa
localizada en su membrana plasmatica, mecanismo que le sirve a la
bacteria para introducir nutrientes a través de un transporte secundario
favorecido por el gradiente de protones (Duarte et al., 2006).

* Sintesis de glucanos: S. mutans tiene la capacidad de sintetizar diversos
glicopolisacaridos, entre los cuales los de mayor relevancia en el desarrollo
de la caries son los glucanos sintetizados por las GTFs, estos constituyen
uno de los componentes estructurales del biofilm lo que contribuye a la
adhesion de bacterias cariogénicas en la superficie dental ademas de servir
como fuente energética (Garcia et al., 2008).

* PAc: es una proteina de la pared celular del S. mutans que tiene caracter
antigénico también denominada antigeno l/ll, B, IF, Py, MSL-1. La cual es
indispensable en los fendmenos iniciales de adherencia y agregacion del
microorganismo sobre la superficie dental, tomando como sustrato las
proteinas de la PAE (Duque et al., 2005).
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* Proteinas Fijadoras de Glucanos (GBPs): S. mutans sintetiza al menos dos
GBPs. Estas proteinas fijan los glucanos libres en el medio, actuando como
nexo de unidon entre bacterias, formandose asi las acumulaciones que

quedan adheridas a las superficies dentales.

Formacion de la Placa p Descalcificacion del
T Esmalte

A
Adherencia a Superficie

T

Glucosa [Fructuosal,
Glucanos Insolubles )
n - SACAROSA Fermentacion — Acido
Invertasa 4

n-Glucosa

n - Fructuosa
Glucogeno
intracelular

Figura 5. Utilizacion de la sacarosa por S. mutans y patogénesis de la caries
(Hamada et al., 1980)

2.3.4 Glucosiltranferasas de S. mutans:

Las glucosiltrasferasas (GTFs; EC 2.4.1.5) o sacarosa-6-glucosiltransferasas
son enzimas extracelulares producidas por Streptococcus mutans reconocidas
como un factor de virulencia significativo en la patogénesis de la caries dental.
Las GTFs catalizan la transferencia de unidades de D-glucopirandsido de la
sacarosa a moléculas aceptoras que generalmente son carbohidratos,
originando polimeros de glucosa (glucanos), dentro de los cuales existen tanto

glucanos solubles como insolubles (Figura 6).

Los glucanos contribuyen en forma significativa con la composicion
polisacéarida de la matriz de la placa dental. Los glucanos insolubles producidos
por esta enzima promueven la adherencia y acumulacion de bacterias

cariogénicas en la superficie dental.
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Figura 6: Sintesis de glucanos

El S. mutans produce 3 isoformas de esta enzima, cada una codificada por 3
genes diferentes y nombradas segun el gen codificante, estas isoformas son
capaces de producir diferentes tipos de glucanos con diferentes caracteristicas
de solubilidad, en base a esto existe otra clasificacion de las

glucosiltransferasas basada en el tipo de glucanos producidos (Tabla 1).

Las GTFs son proteinas de alto peso molecular (150 kDa) con
aproximadamente 1300-17000 residuos de aminoacidos, su estructura puede
dividirse en dos dominios: un dominio catalitico localizado en el primer tercio N-
terminal en el cual une e hidroliza a la sacarosa y un dominio de union al
glucano, localizado en el ultimo tercio C-terminal, el cual contiene multiples
secuencias repetitivas que le permiten localizarse en la pared celular (Kumari et
al., 1997).

La actividad de las glucosiltrasferasas puede ser modulada por las condiciones
ambientales tales como el pH, la concentracion de iones, y el potencial de

oxidacion-reduccion (Garcia et al., 2008).
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Tabla 1: Clasificacion de las glucosiltransferasas en base al tipo de glucano
sintetizado (Garcia et al., 2008).

... Nomenclatura Glucano . .
Clasificacion Tipo de uniones

Genética producido

67% uniones o (1-6)

GTF-I GTF B Insoluble
33%uniones o (1-4)
Mayoritariamente uniones
GTF-S GTF D Soluble
a (1-4)

solubles e En funcion del tipo de
GTF-SI GTFC

insolubles glucano

2.4. Prevencion de las caries
2.4.1 Principales estrategias para la prevencion dental
Una gran variedad de agentes antimicrobianos se utilizan para el control de los
microorganismos bucales relacionados con la formacién de la placa dental. Los
mas probados han sido los antibiéticos, los detergentes cationicos, las enzimas,
el fluoruro, los extractos vegetales y sus compuestos fendlicos (Negroni, 2008;
Petti y Scully, 2009).

El control quimico de la placa resulta poco efectivo debido a la resistencia que
opone la organizacion microbiana en el diente (biopelicula), por otro lado una
eliminacién exagerada de la microbiota bucal puede ocasionar la colonizacion y

proliferacion de microorganismos oportunistas.

La caries dental es una enfermedad multifactorial, por lo que aun no existe un
método preventivo unico, lo que conlleva a la utilizacion de mas de un
mecanismo para la prevencion y control de la placa dental, el cepillado se
considera la principal técnica para reducir la acumulacion de la placa y los
agentes quimicos pueden ser utilizados para reducir la acumulacion de la placa

en la superficie de los dientes.
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Tabla 2. Principales compuestos quimicos utilizados en la prevencién de la

caries.

Compuesto

Gluconato
de
clorhexidina

Fluoruros

Xilitol

Bisfenolglicidil
metacrilato
(Bis-GMA)

Compuestos

polifendlicos

Productos que
lo contienen

Enjuagues,
pastas y geles
dentales a una
concentracion
de (0.12-0.2%)

Sal de mesa,
enjuagues,
pastas y geles
dentales
(0.12%)

goma de mascar

aplicacién por
odontélogos

plantas y frutos

Mecanismo

Reduce la formacién de la
placa dental y la adhesion
microbiana a la superficie
dental. Ademas altera la
superficie bacteriana.
Aumenta la resistencia del
esmalte, disminuye la
produccion de acido y reduce
la desmineralizacién. Actuan
sobre la célula bacteriana
disminuyendo el
metabolismo energético.
Inhibe la desmineralizacion y
media la remineralizacion,
estimula el flujo gingival,
disminuyendo los efectos del
S. mutans

Sella las fosas y fisuras para
evitar o prevenir la caries.

Reduce la tasa
decrecimiento bacteriano y la
adhesion a la superficie del
diente, también inhiben la
actividad enzimatica de
glucosiltransferasa y amilasa.

2.4.2 Polifenoles y su actividad anti-cariogénica

Referencia

(O Pereina et
al.,1993)

(Adde et
al.,1993)
(Oliviera et
al.,1998)

(Duque de
Estrada et al.,
2006)

(Duque de
Estrada et al.,
2006)

(Ferrazzano et
al., 2011)

Los polifenoles son los compuestos mas comunes en las plantas (Ferrazzano

et al., 2011; Petti y Scully, 2009), incluyen una amplia variedad de moléculas

(Figura 7), las cuales se caracterizan por contener al menos un anillo aromatico

con uno o mas grupos hidroxilo en su estructura, ademas de otros sustitutos

(Rao et al., 2010). Los polifenoles se pueden dividir en varias clases de
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acuerdo al numero de anillos que contienen fenol y los elementos estructurales
que unen a estos anillos entre si. Los principales grupos de polifenoles son:

flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, lignanos y estilbenos.

P Pohfenoles)

S

Fa N \ alcoholes acidos
] ||gnarms O (estilbenos /Flavonmdes pohfenohcos polifenclicos )

_—7 \—

" Flavonoles ) Flavonas (Flavanole53 ,Chalconas.. C Otros

YWIIRN

Monomeros ( Taninos ’} Otros

Pchmeros (Ol|gomeros 4

—_— ———

Figura 7: Clasificacion de los polifenoles (Ferrazzano et al., 2011).

Se ha informado que los compuestos polifendlicos cuentan con una amplia
gama de actividades biolégicas, muchas de las cuales estan relacionadas con
2 de la actividades con las cuales se caracterizan a los flavonoides, la primera
sus propiedades antioxidantes (Mora et al.,1990; Cos et al.,1998) y la segunda
su capacidad de interferir con la actividad de distintos sistemas enzimaticos
(Middleton et al., 1998; Petti y Scully, 2009). Por otra parte, el aumento del
conocimiento cientifico ha puesto de manifiesto su potencial actividad en la
prevencion de enfermedades bucales, incluida la prevencion de la caries

dental.

Estudios realizados recientemente han confirmado el papel de los polifenoles
como compuestos anti-cariogénicos ya que se ha demostrando que puede
reducir la tasa de crecimiento bacteriano (Sampaio et al., 2009), la adhesién a
la superficie del diente (Smullen et al., 2007), y también puede realizar efectos
inhibitorios sobre la actividad enzimatica de glucosiltransferasa y amilasa
(Tagashira et al., 1997).
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Tabla 3. Actividad de los polifenoles en plantas sobre S. mutans

Actividad sobre

S. mutans Referencia
Curcuma
) , _ Inhibe la formacion Murphy et
Xantorrizol xanthorrhiza rizoma del biofilm a 20
al., 1999
roxb Hg/mL
Disminuye en un 50
o L
] Myristica . % !a formalmon_de Nikitina et
Macelignano semillas biofilm primario
frarans formado por S. al., 2007
mutans, S. sanguinis
y A. viscosus
) Sophora Inhibe el crecimiento  Sampaio et
Lavanduliflavona ) duramen en un rango (1.56-
exigua 6.25 ug/mL) al., 2009
Reduce en un 87.3
Magnolia % la actividad de Osbourn et
Magnolol L corteza GTFs con una
officinalis . al., 1996
concentracion 0.32
mg/mL
Psidium Osawa et al.,
Guaijaverina , hojas CMI 4 mg/mL,
guajava 0.32 mg/mL 1992
] Magnolia Reduce en un 58.1 Osbourn et
Honokiol o corteza 9 |3 actividad de la
officinalis GTFs al., 1996
) Japéni . CMI 50-100 mg/mL Sato et al.,
FIETEL de S. mutans A
] Psidium . s 2 2 nesion Smullen et
guajava en un rango entre al., 2007
(1.5-50) pg /mL
el Vaccinium  fyto  Inhibe la actividad de  Vercauteren
macrocarpon GTF en 500 mmol/L et al., 2009
o Vaccini Inhibe entre el 15-28 Vercauteren
Mircetina accinidm fruto 9 de la actividad de
macrocarpon GTFE en 500 mmol/L et al., 2009
16 oV

A
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¥
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2.5.0 Psidium guajava L. (guayaba)

2.5.1 Descripcioén

Psidium guajava L. es un arbol frutal conocido comunmente como guayaba,
que pertenece a la familia Myrtaceae. Es un arbol de hoja perenne o arbusto
pequefio de 4 a 10 m de altura, con la corteza lisa, delgada y de color café.
Tiene las hojas duras, mas anchas en su punta que la parte central, y por la
parte de envés la hoja es vellosa y con sus nervios realzados. Las flores son
solitarias, blancas y olorosas, con gran cantidad de estambres. Sus frutos son
globosos, con olor fragante y la pulpa de color amarillo o rosa, con nhumerosas

semillas (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2011).
2.5.2 Origen y Distribucién

Psidium guajava, es considerado un arbol nativo de México (Rios et al., 1977)
que se extiende por toda América del Sur, Europa, Africa y Asia (Figura 8).
Crece en todas las éareas tropicales y subtropicales del mundo, ya que se
adapta a diferentes condiciones climaticas, pero predomina en climas secos
(Stone, 1970).

Figura 8. Distribucion geografica de Psidium guajava (Stone, 1970).
2.5.3 Fitoquimica

La guayaba es rica en taninos, fenoles, triterpenos, flavonoides, aceites

esenciales, saponinas, carotenoides, lectinas, vitaminas, fibra y acidos grasos.
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Los cuales varian en cantidad y proporciéon dependiendo de la parte del arbol o

de la época y region donde crecen (Kamath et al., 2008).

Frutos: Contienen una mayor cantidad de vitamina C que los citricos y
cantidades apreciables de vitamina A (Kamath et al., 2008). Ademas se
caracterizan por un bajo contenido de hidratos de carbono (13,2%),
grasas (0,53%) y proteinas (0,88%) y un alto contenido en agua (84,9%)
(Medina y Pagano, 2003). También se han encontrado aceites
esenciales como 3-cariofileno (24,1%), nerolidol (17,3%), 3-fenilpropil-
acetato (5,3%) y 6xido de cariofileno (5.1%) extraidos de los frutos rosas
(Paniandy et al., 2000).

Raiz: Contiene principalmente taninos (10-20%,) leucocianidinas,

esteroles, cumarinas (amritésidos, acido galico).

Flor: Presenta cumarinas, flavonoides (guajaverina, avicularina,

quercetina), acido oleanico (Medina y Pagano, 2003).

Hojas: En el aceite esencial de las hojas se han identificado la presencia
de a-pineno, B-pineno, limoneno, mentol, acetato de terpenilo, alcohol
isopropilinico, B-cariofileno , B-bisaboleno, cineol, 6xido de cariofileno, B-
copaneno, farneseno, humuleno, selineno, cardinene y curcumeno
(Zakaria et al., 1999) nerolidiol, acido ursdlico, acido crategolico y acido
guayavolico (Pérez et al., 2008). Adicionalmente las hojas contienen
triterpenos y flavonoides (Tabla 4) como quercetina, morina-3-O-lixdsido,
morina-3-O-arabindsido,  quercetina,  quercetin-3-O-pirandsido vy
quercetin-3-O-arabinofurandsido (avicularina) los cuales han demostrado

poseer accion antibacteriana (Oliver et al., 1986; Pongsak et al., 2010).
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Tabla 4. Flavonoides reportados en la especie Psidium guajava

Nombre Estructura Fuente Referencia
Avicularina hojas y Arimay
fruto Dano, 2002
hojas y
Quercetina fruto Liang et al.,
2005
Quorcetin -
g 2005
Quercetina-3- h?rjjtsc')y Liang et al.,
B-glucésido o o 2005
1 9 ;:-‘.",;"‘ §,~
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Tabla 4: Flavonoides reportados en la especie Psidium guajava (continuacion)

Nombre Estructura Fuente Referencia
OH
HO 0 O hojas y
Luteolina O ‘ o fruto Va rgzaosogt a,
OH o
hojas y .
Morina-3-O-a-L- fruto Dz':;lr:)mgoyOZ
arabinopiranésido ’
h?:jtiy Liang et al.,
Kaempferol 2005
\ . hojas y Pradu et al.,
Guajaverina fruto 2005
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2.5.4 Usos y propiedades farmacolégicas

Las diferentes partes de esta especie son ampliamente utilizadas y explotadas
comercialmente, siendo utilizado para su consumo en forma mayoritaria como
fruta fresca y en la elaboracién de productos alimenticios. Sin embargo también
es ampliamente usado alrededor del mundo para el tratamiento de diversos
padecimientos. La larga historia del uso tradicional de guayaba contra la
diarrea, gastroenteritis y otros problemas digestivos ha llevado a los
investigadores de hoy en dia a estudiar los extractos y su uso tradicional ha
sido validado en numerosos estudios clinicos (Pérez et al., 2008; Caceres,
2005).

Ademas, estudios etnofarmacologicos muestran que Psidium guajava se utiliza
en muchas partes del mundo para el tratamiento de una serie de
padecimientos, atribuyéndole diferentes propiedades farmacolégicas entre las
cuales destacan su actividad: anti-inflamatoria, hipoglucemiante, anti-
hipertensivo, analgésico, antineoplasico, antipirético, antimicrobiano y en la

prevencion de la caries (Pérez et al., 2008).
2.5.5 Actividad antibacteriana

Se han reportado efectos inhibitorios de los extractos acuosos y alcohdlicos de
Psidium guajava (raiz y hojas) en el crecimiento de Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Enteritidis,
Bacillus cereus, Proteus sp, Shigella sp. y Escherichia coli, especies
identificadas como agentes causales de enfermedades gastrointestinales
(Chah et al., 2006).

A partir del extracto metandlico de la raiz fraccionado por cromatografia en
columna, se obtuvieron cuatro compuestos antibacterianos. Por otro lado 3
sustancias antibacterianas se han detectado en las hojas del guayabo
compuestos que son derivados de la quercetina (Prabu et al., 2006; Arima et
al., 2002).
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Un estudio sobre el efecto antibacteriano de los extractos obtenidos de las
hojas de Psidium guajava sobre bacterias en alimentos en proceso de
descomposicion revelo la presencia de cuatro flavonoides (morina-3-O-lixésido,
morina-3-O-arabinésido, quercetina, y quercetina-3-O-arabinofurandésido), los
cuales poseen propiedades bacteriostaticas y bactericidas (Pongsak y Parichat,
2010).

2.5.6 Efecto en la placa dental

La adhesion de los primeros pobladores de la placa dental en la superficie del
diente tiene un papel primordial en el inicio del desarrollo de la placa siendo las
propiedades hidrofébicas de superficie de la pared celular de las bacterias
indirectamente responsables de la adherencia de las bacterias a la pelicula
adherida al esmalte (PAE). En un estudio se observé que el tratamiento de las
bacterias colonizadoras primarias de la placa dentobacteriana con 1 mg / mL
de extracto acuoso de hojas de Psidium guajava redujo la hidrofobicidad de la
superficie celular de Staphylococcus sanguinis, Staphylococcus smitis y
Actinomyces sp a un 54.1%, 49.9% y 40.6%, respectivamente (Razak et al.,
2006).

Otro estudio demostr6 que el flavonoide, quercetina-3-O-a-pirandsido
(guaijaverina) aislado de Psidium guajava L. es un potencial agente antiplaca al
inhibir el crecimiento de S. mutans (Osawa et al.,1992). Estos resultados
proporcionan justificacion cientifica para su uso en el tratamiento de las
enfermedades dentales y sugiri6 que los extractos de las hoja de guayaba
pueden inhibir las propiedades cariogénicas atribuidas a Streptococcus mutans

y por lo tanto ser beneficioso para el cuidado dental.
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3.0 JUSTIFICACION
La caries es una enfermedad bacteriana, que afecta a miles de personas en el
mundo, que tiene gran impacto en la calidad de vida de quien la padece y que

implica grandes gastos al sector salud.

Los estudios realizados sobre la caries han determinado como principal agente
etiolégico a la especie bacteriana Streptococcus mutans, la cual tiene
caracteristicas asociadas como factores cariogénicos de esta enfermedad , una
de ellas es la secrecion de glucosiltrasferasas (GTFs), enzima determinante en
el proceso cariogénico ya que se encarga de la produccion de polimeros
insolubles de glucosa a partir de sacarosa, que propician la adhesién y

acumulacioén de bacterias cariogénicas en la placa dental.

Aunque los cientificos han avanzado tanto en la comprensién asi como en el
tratamiento y la prevencion de este padecimiento, todavia no se ha podido
disminuir de manera significativa los casos de incidencia de esta enfermedad,
sobre todo en la poblacion de escasos recursos que no tiene acceso a
instituciones de salud publica y que no cuenta con los recursos econdmicos
para adquirir productos destinados para la prevencion de dicho padecimiento,
unido a esto también es importante recalcar la creciente aparicion de bacterias
resistentes a antibidticos, derivado del uso indiscriminado del autodiagnéstico y
automedicacién generando asi un importante problema para el control de

enfermedades bacterianas (Stewart et al., 2001).

Por otro lado, el uso de compuestos vegetales para inhibir la caries ha sido
usado desde la antigledad, demostrando un alto potencial anti-cariogénico en
estos compuestos. Por lo cual el uso de compuestos obtenido de fuentes

naturales representa una valiosa alternativa en el tratamiento de la caries.
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4.0 OBJETIVOS:

1. Aislar y purificar los compuestos bioactivos por medio de una
maceracion de las hojas de la especie Psidium guajava mediante la

aplicacion de procedimientos fitoquimicos convencionales.

2. Determinar la estructura molecular de los componentes activos mediante
la aplicacion de técnicas espectrofotométricas que permitan la

dilucidacion de la estructura molecular de los principios activos.

3. Evaluar el efecto inhibitorio de las fracciones obtenidas sobre la especie
cariogénica S. mutans con la finalidad de determinar las fracciones con

los compuestos bioactivos.

4. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados de la
especie Psidium guajava contra las glucosiltrasferasas GTFs de S.

mutans.
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5.0 PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Procedimientos generales
5.1.1 Analisis cromatograficos
Los andlisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de
aluminio de distintas 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 vainillina sulfuarica al 1% seguido de
calentamiento (aproximadamente 110°C) hasta la visualizacion completa de los
compuestos. La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizé sobre gel
de silice Kieselgel 60 Merck con tamano de particula 0.063-0.200 mm, 70-230
mesh ASTM, amberlita XD-16 y utilizando diversos sistemas de elucién.
5.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas y
espectrométricas

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el Edificio B de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia magnética nuclear para
protén (RMN-"H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-'C, 100 Hz) se realizaron en
un equipo Varian modelo VNMRS. Los espectros de masas se determinaron en
un Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) introduccion directa a 70 eV y
bombardeos de atomos rapidos (EM-FAB) mediante la técnica de impacto
electronico (EM/IE). Los espectros se realizaron utilizando CD30D y DMSO-68s
y tetrametilsilano (TMS) como referencia reportando los desplazamientos

quimicos en ppm.

5.2 Ensayo biolégico

5.2.1 Microorganismos de prueba
Para poder determinar la actividad antibacteriana del extracto crudo, las
fracciones y el compuesto aislado de las hojas de Psidium guajava, se utilizé

en el ensayo biolégico como microorganismo de prueba a Streptococcus
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mutans (ATCC 700611), siendo este el principal agente causal de caries. Para
el crecimiento 6ptimo de dicha bacteria, se utiliz6 como medio de cultivo el
caldo de infusion de cerebro-corazéon (BHI), a una temperatura de 37°C, en

condiciones aerodbicas por un periodo de 24 horas.

5.2.2 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La actividad bacteriana se determind con base en un ensayo de microdilucién
en placa de 96 pozos. Se incubaron los cultivos de la bacteria a una
temperatura de 37° C en condiciones aerébicas por 24h, posteriormente se
centrifugaron a 10 000 rpm x 10 min, se lavaron con buffer de fosfatos 0.05 M
(PBS, pH 6.8) dos veces y finalmente se resuspendieron. La suspensién de
células se ajustd utilizando un espectrofotometro y un estandar de McFarland.
En cada pozo se colocaron: el medio de cultivo, 5 x10° UFC/mL de S. mutans,
el compuesto de prueba en diluciones seriadas, partiendo de una
concentracion stock de 2.5 mg/mL y el medio de cultivo. Las muestras se
realizaron por triplicado para cada concentracion de prueba, utilizando
diferentes controles como se muestra en la tabla 5. Finalmente las placas

fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una incubadora Labnet 211DS.

Tabla 5. Controles para el ensayo bioldgico.

‘ ‘ Medio de cultivo Compuesto de prueba ‘ Condiciones

Control negativo Con inéculo SC 37°C
Blanco Sin inéculo SC 37°C
Control positivo Con indculo Clorhexidina (CHX) 37°C

SC: sin compuesto de prueba

La bacteria S. mutans fue incubada en condiciones aerobias, el crecimiento fue
estimado espectroscopicamente (Assonm) después de 24 horas utilizando un
lector de microplacas tipo ELISA. El valor de CMI para el microorganismo
analizado se determind como la concentracion minima del compuesto de
prueba que limita la turbidez a menos de 0.05 Agsonm. Comparandolo con un

control positivo que fue CHX (Tabla 5).
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5.3 Estudio Quimico de las Hojas de Psidium guajava
5.3.1 Material vegetal
Las hojas de Psidium guajava se recolectaron de una plantacion de guayaba
en el pueblo de Amatlan de Tepoztlan, en el Estado de Morelos. ElI material
vegetal fue identificado por el Dr. Robert Bye del Instituto de Biologia en base a
las caracteristicas de la especie. Una muestra de referencia de 1 Kg
(aproximadamente) se depositd en el laboratorio 111 de la Facultad de
Quimica, UNAM y es conservada ahi en condiciones de refrigeracion, limpia y
seca.
5.3.2 Obtencion del extracto
Se utilizaron 1.9 kg de hojas de guayaba secas, previamente limpias y molidas,
las cuales se sometieron a un proceso de maceracion utilizando como
disolventes etanol y agua en una proporcién de 70:30 por un periodo de 168
horas. Posteriormente el material vegetal se separdé por filtracion y el extracto
resultante se concentrd a presion reducida. El proceso de extraccion se repitio
3 veces en las condiciones descritas (Diagrama 2).
5.3.3 Fraccionamiento primario del extracto derivado de las hojas de
Psidium guajava

El extracto etandlico derivado del procedimiento descrito anteriormente se
sometié a un proceso de particidbn con hexano y una mezcla de etanol: agua
(60:40) en partes equivalentes, resultando las fracciones denominadas El y Ell
que corresponden a la fase acuosa y organica respectivamente, las cuales se
concentraron a presiéon reducida, a ambas fracciones se les determino la CMI

descrita en el punto 5.2.2. (Diagrama 2).

5.3.4 Fraccionamiento secundario de la fraccion Ell obtenida del
fraccionamiento primario
La fraccion Ell se sometié a un proceso de fraccionamiento cromatografico en
columna abierta utilizando como adsorbente Amberlita XAD-16 (10x25)
utiizando 3 sistemas de elucion (AcOEt, MeOH y MeOH/H,O en una

proporcion de 1:1). Obteniéndose 12 fracciones de 500 mL cada una, las
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cuales fueron reunidas en base a su similitud cromatografica, formando de esta
manera 3 conjuntos de fracciones denominadas (J1, J2 ¥y J3) que se resume en

la tabla 6, a estas fracciones se les determino la CMI descrita en el punto 5.2.2.

Tabla 6: Fracciones obtenidas por CCA de la fraccién Ell del extracto de

P.guajava
Sistema de Elucién Fracciones reunidas
AcOEt F1-F4 J1
MeOH F5-F8 J2
MeOH/H,0 1:1 FO-F12 J3

5.3.4 Fraccionamiento terciario de la fraccion activa J3

La fraccion J3 fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta de silica
gel (10 x 20) utilizando mezclas AcOEt:MeOH como eluente. Obteniéndose 34
fracciones de 500 mL cada una las cuales se reunieron en base a su similitud
cromatografica, formandose 9 grupos de fracciones (JJ1 —-JJ8) como se
muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Fracciones obtenidas por CCA de la fraccion J3

Sistema de elucion Fracciones reunidas Clave

F1-F8 JJ1

F9-F10 JJ2

AcOEt:MeOH F11-F15 JJ3
F16-F20 JJ4

F21-26 JJ5

F27-F28 JJ6

F29-F31 JJ7

F32-F34 JJ8
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5.3.5 Fraccionamiento cuaternario de la fracciéon JJ4 obtenida del

fraccionamiento terciario.

La fraccion JJ4 fue sometida a un fraccionamiento en cromatografia en
columna abierta CCA de silica gel (5 x 30) utilizando metanol como eluente, de
esta se obtuvieron 22 fracciones de 75 mL cada una, las cuales se disolvieron
en MeOH, se agreg6 unas gotas de AcOEt lo que produjo la precipitacion de
diferentes solido amorfos, los cuales se separon y se juntaron segun su
similitud cromatografica; Formandose 10 grupos de fracciones (JJQ1-JJQ6) y

se describen en la Tabla 8

Tabla 8: Fracciones obtenidas por CCA de la fraccién JJ4

Sistema de elucién Fracciones reunidas Clave
F1 JJQ1

F2-F4 JJQz2

F5-F7 JJQ3

MeOH F8-F12 JJQ4
F13-15 JJQ5

F16-F23 JJQ6

La fraccion JJQ5 fue sometida a pruebas espectrométricas, las cuales
revelaron su identidad como el flavonoide avicularina (quercetin-3-a-

arabinofurandsido).
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Diagrama 2. Diagrama del fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas

de Psidium guajava

Hojas de guayabas
previamente molidas y secas

Maceracion con Etanol
por 7 dias (por triplicado)

Extracto Etandlico concentrado

I

Fraccionamiento Primario

Particion
1. Mezcla MeOH/H,0 60:40
2. Hexano

\ 4 \ 4

El Ell

Fraccionamiento secundario

Amberlita XAD-16

J1 Jo J3
Fraccionamiento terciario
Silica gel
JJi JJo JJs JJs JJs JJs JJ7 JJg
|
Fraccionamiento cuaternario
JJQ; JJQ, JJQs JJQqy JJQs JJQs
JJQM1

(Avicularina)
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5.4.0 Medicion de la actividad enzimatica de GTFs

Para la medicion de la actividad enzimatica de la GTFs se prepard una solucion
stock de la fraccién Ell, J3 y avicularina (JJQM,) a partir de ella se tomaron 2,
4, 8 y 20 uL respectivamente para obtener diferentes concentraciones (0.05
pg/mL, 0.1 pg/mL, 0.2 pg/mL y 0.5 pg/mL), posteriormente a cada
concentracion se le adicioné 60 uL de medio de reaccion MR (100mM acetatos
pH 6,2, 5% sacarosa), seguido de 34 uL de buffer de acetatos pH 6.2 y se
inicio la reaccidén enzimatica con la adicién de 6 uL de GTFs (obtenida segun
se describe en Da Silva-Leitao et al., 2004), se incubo por 30 min a 37 °C, al
término de este periodo se detuvo la reaccion con la adicion de 100 yL de
NaOH 1M. Posteriormente se centrifugo a 12000 rpm por 5 min en
microcentrifuga y se trasfiri6 el sobrenadante a otro tubo, al cual se le

adicionaron 100 pL de etanol frio para precipitar los glucanos solubles.

Se sometidé a otra centrifugacion a 12000 rpm por 5 min en microcentrifuga, el
botdn obtenido se resuspendidé con 200 pL de HCI 1M y se incubd a ebullicion
por 30 min para liberar a la glucosa de los glucanos, finalmente se neutralizd

con una cantidad igual de NaOH 1M.

5.4.1 Cuantificacién del contenido de glucosa en los glucanos.

La cuantificacion de la cantidad de glucosa liberada de los glucanos se realizé
por un método en microplaca de 96 pozos tipo ELISA, leyendo la absorbancia a
una longitud de onda de 340 nm. Se tomaron 20 pL de las muestras de
glucanos hidrolizados resultado del procedimiento descrito en el punto anterior
y se colocaron en la microplaca, se agregaron 200 pL del reactivo enzimatico
de glucosa (REG de SIGMA G3293) el cual contiene ATP, MgCl,, NAD,
hexocinasa y glucosa-6P deshidrogenasa (Diagrama 3). Se consider6é que por
cada mol de glucosa liberada del glucano corresponde a 1 mol de NADH

producido.

Debido a que la glucosa producida representa la glucosa que fue unida a los

glucanos por la actividad de la GTFs entonces la actividad de la enzima se
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expresa en unidades de concentracion por el tiempo de incubacion de la

enzima (umolmin™).

5.4.2 Obtencién del valor de I5 de los extractos de plantas sobre la

actividad de las glucosiltrasferasas.

Para el analisis de los datos de actividad de la enzima se utilizé el programa
estadistico MicroCalOrigin 6.0 realizando un tratamiento por regresion no lineal.
Se utilizaron los datos del porcentaje de Actividad residual y como modelo
matematico la ecuacion mostrada (Figura 9) para obtener asi el valor de Isg
(concentracion a la cual se inhibe al 50% la actividad enzimatica) y Vj
(velocidad inicial o actividad sin inhibidor) de cada uno de los extractos

evaluados (tabla 10).

Figura 9: Ecuacién para obtener el valor de Iso:

Vo x 1z
Vresidual = ———>2
I;0 +C

Donde:

Vo= Velocidad inicial
Is0= Inhibicion 50
C=Concentracion del compuesto a evaluar
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Diagrama 3: Metodologia del ensayo para la determinacion de la actividad de
GTFs (modificada de Noor et al., 2005)

MR (100mM acetatos y %5 sacarosa)

+ buffer de fosfato
30mina37°C (paroconNaOH)  GLUCANOS SOLUBLES
SACAROSA > +

GTFs GLUCANOS INSOLUBLES
T

Compuesto a Evaluar

1.EtOH
2. Centrifugacion 12000 rpm

GLUCANOS SOLUBLES

(sobrenadante)

v
Hidrolisis con HCl x 30 min.

n -GLUCOSA < GLUCANOS INSOLUBLES

Neutralizacion con NaOH (Bator
Reactivo enzimatico

de glucosa

(Hexocinasa, Mg+

APy NAD")

v
GLUCOSA - 6 - Fosfato B Fosfogluconato
Glucosa -6- DH
NAD' NADH _}Cuantiﬁcacién

a340nm

Descripcion del método: La glucosiltransferasa utiliza la sacarosa del MR produciendo glucanos (solubles e
insolubles), tras 30 min de incubacién a 37° la reaccion es detenida adicionando NaOH, posteriormente se separan los
glucanos solubles e insolubles, desechando los primeros. Los glucanos insolubles se hidrolizan con HCI, para obtener
unidades individuales de glucosa, la cual tras la adicion del reactivo enzimético de glucosa produce Glucosa-6-Fosfato,
que a su vez por una reaccion de oxido-reduccion en donde interviene el NAD se produce fosfogluconato y NADH que
es cuantificable a una longitud de onda de 340 nm.
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6.0 RESULTADOS Y DISCUSION

La seleccion de la especie Psidium guajava se realizé con base en su uso en la
medicina tradicional en padecimientos sobre la cavidad oral y estudios cientificos

sobre la especie que sustentan su propiedad anti-cariogénica.

A su vez ensayos bioldgicos preexistentes permitieron establecer la maceracion
como el método de extraccién y las hojas como la parte de la planta de donde se

obtendrian dichos extractos (Pongsak y Parichat, 2010; Pérez et al., 2008).

El estudio fue biodirigido con la finalidad de detectar aquellas fracciones que en
un principio tuvieran mayor potencial antimicrobiano sobre la especie S. mutans
y de las cuales se obtendrian los compuestos bioactivos, con dichos fines se
determind la CMI de los diferentes extractos y a partir de las fracciones con un
valor menor de CMI y de las cuales se continudé el fraccionamiento hasta la

obtencion de los compuestos bioactivos.

Finalmente los compuestos y los extractos fueron sometidos a un ensayo con las
enzimas GTFs, consideradas como un factor de virulencia de Streptococcus

mutans y que tiene un papel importante en el desarrollo de la caries.

6.1.0 Resultados de CMI del extracto crudo asi como de las fracciones

obtenidas del fraccionamiento primario y secundario.

La determinacion del potencial antibacteriano del extracto etandlico y las
fracciones obtenidas del fraccionamiento primario y secundario se realizd
utilizando el método de microdilucién en placa descrito en el punto 5.2.2. En
base a los resultados obtenidos podemos observar que la fraccion denominada

J3 tiene el mayor potencial anti-bacterial contra S. mutans.

Se considera que un extracto vegetal es activo cuando la CMI es menor de
1000 pg/mL, razén por la cual se consideré que la fraccion J3 contenia a los
compuestos bioactivos, continuando asi con la purificacion de esta fraccion y
incluyéndose en la evaluacion de la actividad contra las GTFs. Bajo este mismo
criterio y con la finalidad de proporcionar informacion mas completa sobre el

efecto sobre las GTFs se incluyo la fraccion Ell en este ensayo (Tabla 9).
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Tabla 9. Actividad antibacteriana (CMI) de los extractos obtenido de Psidium

guajava.

Fraccién *CMI S. mutans Rendimiento
Extracto crudo
(Extracto etandlico) 860 ug/mL 18.9 %
Ell
(Fraccionamiento primario) 730 pug/mL 9.4%
J1
(Fraccionamiento secundario) 570 pug/mL 1.2%
J2
(Fraccionamiento secundario) 313 ug/mL 1.9 %
J3
(Fraccionamiento secundario) 280 ug/mL 3.2%
Estandar de CHX** 1.8pyg/m -

*Los valores representan un promedio de un minimo de 3 ensayos

**Gluconato de Clorhexidina, utilizado como control positivo.

En base en estos resultados, la fraccion J3 fue sometida a sucesivos
fraccionamientos en una CCA utilizando como adsorbentes Silica gel y

diferentes sistemas de elucién como muestra el diagrama 2.

6.2. Elucidacion estructural de la quercetina-3-a-L-arabinofuranosido
(avicularina)
Como resultado del fraccionamiento cuaternario se obtuvieron las fracciones
(JJQ1-4JQ6) de las cuales en la fraccion JJQ5 se precipito un soélido amorfo
amarillo palido, el cual fue sometido a pruebas espectrométricas, las cuales
revelaron su identidad como el flavonoide avicularina (quercetina-3-a-
arabinosido), por comparacion directa de sus constantes espectrométricas y
espectroscopicas reportadas en la literatura (Pistelli et al., 1992) y de una

muestra aislada previamente en el laboratorio (Sandoval, 2010).
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6.3.0 Efecto de los extractos obtenidos y la avicularina sobre las

glucosiltrasferasas de S.mutans
Con la finalidad de obtener mayor informacién sobre el posible efecto inhibitorio
de diferentes extractos etandlicos aislados de Psidium guajava sobre
Streptococcus mutans se decidid realizar un ensayo sobre la enzima que tiene un
papel importante en el desarrollo de la caries y la virulencia de S. mutans, la
glucosiltrasferasa (GTF). Esta enzima transfiere unidades de monosacarido desde
la sacarosa hacia carbohidratos produciendo polisacaridos extracelulares
(glucanos), los cuales forman la base del biofilm o biocapa dental, con lo que

permiten la adhesion de la bacteria al diente.

El ensayo de actividad esta basado en la deteccion del cambio de absorcion del
NAD" a NADH generado de la reaccion acoplada para determinar la
concentracion de la glucosa libre, producto de hidrdlisis del glucano (Diagrama 3).
El NADH es una molécula que absorbe a 340 nm, por lo que la inhibicién de la
actividad enzimatica en cada fraccidon evaluada se detecto como una disminucion

en la absorbancia.

Con los datos de absorbancia se obtuvieron los valores de la actividad de la
enzima en presencia y/o ausencia de los extractos, para calcular el efecto de cada
extracto sobre la actividad de la enzima, se consideré a la actividad en ausencia
de extracto como el 100%, la cual denominamos actividad residual.
Posteriormente se realiz6 un analisis por regresion no lineal utilizando el
programa MicroCalOrigin version 6.0 el cual proporcioné una representacion
grafica del efecto de cada uno de los extractos sobre la actividad de las GTFs
(Figura 10). A partir de esta grafica se obtuvieron los valores de Vj e Iso para cada
compuesto

Tabla 10: Resultados de inhibicidon enzimatica.

Ell J3 Avicularina

l50 (mgimL) 1.038 + 0.26 0.640 + 0.18 0.499 +0.14
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Los resultados de este ensayo indican que las fracciones Ell, J3 y la avicularina
presentaron un efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica de las GTFs. Sin
embargo, el flavonoide avicularina presento el mayor efecto inhibitorio sobre la
actividad enzimatica de GTFs, ya que como se observa en la tabla 10, tiene el

valor mas bajo de Iso entre las fracciones evaluadas.

Por otra parte, las curvas en la figura 10 muestran de manera interesante que
las fracciones menos puras Ell y J3 disminuyeron la actividad enzimatica cerca
de un 30% a concentraciones altas de cada uno de ellos, sin embargo, a
concentraciones bajas las curvas de inhibicién de la actividad son distintas, asi
mismo la fraccidn J3 presento una disminucion ligeramente mayor en la

actividad de las GFTs respecto a la fraccion Ell.

Efecto de sobre la actividad GTFs de S. mutans - Ell

J3
Avi

120 -
115 4
110 3
105 -
100 -
95
90 -
85
80 ]
75 2
70
65 -
60 -
55
50
45 3

Actividad residual (%)

. I T I T T
0.0 0.1 0,2 0.3 0.4 0.5
Extracto {(mgimL)

Figura 10: Efecto de los extractos obtenidos de P. guajava y avicularina sobre
las GTFs de S. mutans

Por otra parte, al comparar el extracto J3 con la avicularina, se observd que

muestran curvas de dosis-respuesta similares entre si, aunque la avicularina

presenta la mayor inhibicion, debido a que la avicularina proviene de la fraccion

J3 es posible que este flavonoide sea el componente mayoritario y responsable
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de que J3 sea capaz de inhibir la actividad de las glucosiltransferasas.
Adicionalmente, las curvas en la figura 10 muestran que a pesar de que las
fracciones menos puras Ell y J3 disminuyeron la actividad enzimatica a un
valor similar y cercano al 30% las curvas de inhibicion de la actividad son
distintas, es posible que en EIll existan otros componentes que también
producen inhibiciéon en la actividad y que se pierden cuando se realiza una

posterior purificacion.

Estos resultados son consistentes con el grado de purificacidon de cada
fraccion, aunque cabe mencionar que si bien la Isp nos proporciona un valor de
la capacidad o potencia de la inhibicién de cada fraccién sobre las GTFs, las
diferencias entre la fraccién Ell, J3 y la avicularina no son significativamente
distintas (Tabla 10).

La inhibicion y el valor de Isy sugieren la presencia de otros compuestos en la
fraccidén J3, pero que no contribuyen de manera significativa a la inhibicion en

la actividad enzimatica de las GTFs.

Se conoce que los extractos de hoja de P. guajava tienen un potencial de
inhibicion de la formacion de la capa dentobacteriana. Encontrandose que uno
de los compuestos que produce inhibicion es la guaijaverina (quercetina-3-O-
o~L-arabinopiranosido), flavonoide similar a la avicularina. La guaijaverina
inhibe la adhesion de los glucanos producidos por la GFTs 26.9 + 1.04 % a una
concentracion de 0.5 mg/mL y llega a ser del 52.8 + 1.16 % a 2 mg/mL (Prabu
et al., 2006). Es posible que este y otros flavonoides sean los responsables de
la capacidad bacteriostatica sobre S. mutans lo cual indica su fuerte potencial

de uso como agentes anti-placa.

El mecanismo exacto de la inhibicion de la glucosiltrasferasa por el flavonoide
avicularina aun no ha sido dilucidado, sin embargo estudios recientes donde se
plantea el efecto de diversos compuestos fendlicos obtenidos de fuentes
naturales sobre la actividad de las GTFs, han relacionado el efecto inhibidor a
la estructura molecular del compuesto y al estado fisico de la enzima (Koo et
al., 2002).
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En donde aquellos compuestos polifendlicos con un enlace insaturado en la
posicion C2-C3 presentaban una mayor inhibicion sobre las GTFs en
comparacién con aquellos que no cuentan en su estructura con esta
caracteristica. La presencia de un doble enlace en esta posicidon provee un sitio
de adicién nuclecdfilica, en donde pueden unirse con aminoacidos de las
cadenas de las GTFs (Koo et al., 2002).

Por otro lado se han identificado varios aminoacidos esenciales en el sitio
catalitico para la actividad de la enzima principalmente el acido aspartico
(CH,COOH), el cual puede actuar como un nucledéfilo con los flavonoides

causando asi la inhibicidon de la actividad de las GTFs.

La avicularina posee un enlace insaturado en la posiciéon C-2 y C-3 (Figura 11)
que podria contribuir a que este flavonoide inhiba la actividad de las GTFs.
Ademas, como se observa en la figura, el flavonoide contiene un glucésido en
su estructura, carbohidrato que podria unirse al sitio catalitico (el de
transferencia de carbohidratos) o al de unién del glucano e inhibir de una
manera competitiva a la enzima. Al respecto se ha observado que la inhibicion
de la actividad de la glucosiltransferasa es mayor para quercitina-3-
arabinofuranosido (avicularina; = 42%) que la quercitina-3-galactosido (29-41%)
y que la quercitina-3-glucosa (15-28%) o por la quercetina (1-14%) (Gregoire et
al., 2007).

Posiblemente la posicion de los OH en el glucésido sean los que produzcan la
diferencia en la capacidad inhibitoria de estos compuestos y que establezcan
contactos con los aminoacidos de la proteina esenciales para su actividad. Sin
embargo, se hace necesario un estudio mas profundo para conocer el

mecanismo exacto de la inhibicién de la enzima por la avicularina.
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nucleofilica con el que la enzima glucosiltransferasa podria interactuar (Koo et
al., 2002).
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7.0 RESUMEN

El estudio quimico del extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la
especie Psidium guajava (guayaba) mediante métodos fitoquimicos
convencionales permitié el aislamiento de diferentes fracciones bioactivas y la
caracterizacion del flavonoide avicularina, dichas fracciones demostraron una
importante actividad sobre las enzimas GTFs producidas por la especie

cariogénica S. mutans.

Las fracciones evaluadas en el ensayo sobre el efecto inhibitorio de las GTFs
fueron seleccionadas mediante los resultados obtenidos de un ensayo
biodirigido resultado de la determinacién de la concentracién minina inhibitoria
(CMI) contra S. mutans, los resultados de dicho ensayo determinaron que la
fraccién J3 posee el mayor efecto inhibitorio contra la especie con un valor de
CMI de 280 ug/mL, razdn por la cual se consider6 que la fraccidon J3 contenia a
los compuestos bioactivos y se continué con su purificacion hasta obtener el
flavonoide avicularina. Por otra parte se incluy6 en la evaluacion de la actividad
contra las GTFs las fracciones J3 y Ell ya que ambas fracciones son

consideradas bioactivas al obtener un valor de CMI menor a 1000 ug/mL.

Los resultados de ensayo sobre las GTFs indican que las fracciones Ell, J3 y la
avicularina presentaron un efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica de las
GTFs. Donde el flavonoide avicularina presento el mayor efecto inhibitorio sobre
la actividad enzimatica de GTFs al tener el valor mas bajo de Iso entre las
fracciones evaluadas. Por otra parte, el extracto J3 comparado con la
avicularina, muestran curvas similares entre si, aunque la avicularina presenta la
mayor inhibicion, la similitud en las curvas sugiere que la inhibicion de J3 es

dada mayoritariamente por la presencia de la avicularina.
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8.0 PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio fitoquimico de las fracciones primarias y
secundarias, que no fueron analizadas en el proyecto, con la finalidad de
aislar algunos compuestos minoritarios presentes y determinar su actividad

bioldgica.

Realizar estudios mas profundos sobre el mecanismo catalitico de inhibicion
de la avicularina sobre las glucosiltransferasas. Para ello es necesario tener
mayor cantidad del compuesto y realizar ensayos de actividad a diferentes
concentraciones de sustrato con concentraciones distintas de inhibidor. Con
estas curvas se podria establecer el tipo de inhibicion y la constante de
inhibicion de la enzima por avicularina (Ki) que podria ayudar a establecer
las concentraciones necesarias del compuesto para ejercer su accion

anticariogénica.

Ademas, en vista de que los OH podrian ser importantes en establecer la
actividad inhibitoria del compuesto, seria necesario realizar modificaciéon
quimica de estos grupos para establecer su importancia en el mecanismo

de inhibicion.
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