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1. INTRODUCCION

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran parte la ha
encontrado en la naturaleza, en muchos casos, asociado con aspectos magico-
religiosos. El estudio cientifico y el uso adecuado de las sustancias de origen
natural con fines terapéuticos ha sido sin duda tan antiguo como la astronomia, la

fisica y la medicina (Cortez et al., 2004).

La medicina tradicional se ha utilizado desde hace miles de afos, y sus
practicantes han contribuido enormemente a la salud humana, en particular como
proveedores de atencion primaria de salud a nivel de la comunidad (Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), 2011).

El descubrimiento del Continente Americano facilitd la fusion de diversas culturas,
asi como el enriquecimiento de los conocimientos meédicos que los colonizadores
poseian. Los conocimientos propios de los europeos fueron enormemente
reforzados por los chamanes indigenas que les trasmitieron vastos conocimientos
respecto al empleo terapéutico de las plantas, animales y minerales del Continente
Americano, los cuales eran ya preparados en forma de infusiones, cocimientos,
emplastos, unglentos y aceites, que favorecian la aplicacion de los recursos

naturales para padecimientos particulares de aquella época (Cortez et al., 2004).

En México el uso de plantas medicinales esta ligado al desarrollo de las culturas
prehispanicas, donde su comercializacion fue de gran importancia (Legorreta-
Arellano, 1989), ademas la conquista permiti6 que la mayor parte de los
conocimientos herbolarios de los indigenas fueran documentados en coédices
(Pérez-Tamayo, 1997). En las cronicas de la Nueva Espafia, se relata el uso y

comercializacion de raices y hierbas medicinales (Rodriguez, 1975).

De los principales legados sobre herbolaria y medicina de las culturas
mesoamericanas tenemos aquellos que se realizaron a la llegada de los

franciscanos a la Nueva Espafa (1529). Entre ellos destaca Fray Bernardino de
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Sahagun quien se establecioé en el Colegio Imperial de Santa Cruz de Tlatelolco,
que fue la primera casa de estudios superiores fundada en el México antiguo
(1536). Con respecto a los aztecas, Sahagun fue comisionado en 1557 para
recopilar datos acerca de los indigenas, de quienes recaba informacion en su
idioma original, el ndhuatl. Su trabajo conocido como Cédice Florentino, en
n&huatl, y su version en espafiol como Historia General de las cosas de la Nueva
Espafia (De Sahagun, 1982), es un trabajo pionero de la etnografia Azteca en la
gue describe los nombres, los usos de multiples plantas medicinales y materiales
de origen animal utilizados por los indigenas para el tratamiento de diversas
enfermedades. De entre esas plantas destacan también las que poseen efectos
psicotropicos (Murillo et al., 1984; Diaz, 1994; Lozaya-Legorreta, 1994). Por otro
lado, Martin de la Cruz, un curandero indigena, describe los métodos curativos
conocidos por él, los cuales se basan en el uso de plantas, derivados de animales
y algunos minerales. Como resultado, en 1552 aparece un codice en latin llamado
Libellus de medicinalibus indorum herbis, cuya importancia no solo radica en el
vasto conocimiento herbolario, sino en su contenido artistico al estar ilustrado con
dibujos de plantas medicinales a color (mediante pigmentos vegetales y animales),
sus nombres en nahuatl, la descripcién de sus efectos y su aplicacion. La version
en latin fue hecha por Juan Badiano, con cuyo nombre se conoce en la actualidad
a dicho cddice (Cortez et al., 2004).

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio
tangible e intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacion, recursos
y practicas para el desarrollo y el bienestar; un factor de identidad de numerosos
pueblos del planeta (Argueta et al., 1994; 2009). Una de las fuentes mas antiguas
del origen de medicamentos, indiscutiblemente son las especies vegetales. Las
plantas han formado la base de los sistemas tradicionales de medicina que han
existido por cientos de afos. Estos sistemas contindan desarrollando actualmente
un papel esencial en la salud (Paolini et al., 1998); la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) ha estimado que, aproximadamente el 80 % de los habitantes a nivel
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mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud (Laza et al.,
2003).

La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad un
reto cientifico de aplicacion inmediata en la medicina. Se han aislado alrededor de
12,000 compuestos de organismos vegetales y se estima que constituyen tan solo
el 10% de los metabolitos secundarios; de éstos, un porcentaje importante posee
cierta actividad contra microorganismos (Domingo et al., 2003).

Unas de las enfermedades microbianas mas comunes son las de la cavidad oral,
las cuales se incrementan por ciertos factores de riesgo, entre los que destacan
aguellos relacionados con las principales enfermedades crénicas como son las
cardiovasculares, céancer, afecciones respiratorias cronicas, VIH y diabetes.
Ademas de otros factores como una dieta alta en carbohidratos, uso de tabaco y
consumo de bebidas alcohdlicas. Y de manera muy importante, la falta de higiene
bucodental (OMS, 2007).

La caries dental, aunque no se considera un peligro para la vida (Burnett, 1990),
es producto de una serie de cambios originados por bacterias especificas, entre
ellas Streptococcus mutans como principal agente etiolégico (Balakrishnan et al.,
2000), presente en la biopelicula de la placa bacteriana supragingival, dichas
bacterias mediante sus factores de virulencia son capaces de provocar la pérdida
de minerales y posterior formacién de una cavidad en los tejidos duros del diente,
debido al desequilibrio i6nico en el proceso de mineralizacion y desmineralizacion,
resultante del metabolismo de carbohidratos (Guilarte, 2001), la caries todavia es
considerada como un problema de salud publica en muchas partes del mundo,

debido a que afecta la calidad de vida de quienes la padecen (Infirris et al., 1980).

Por ello, es fundamental la busqueda de tratamientos alternos para enfermedades
infectocontagiosas. El nispero es conocido en la medicina tradicional como un

remedio para tratar enfermedades infecciosas de la cavidad oral y se considera
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como una excelente alternativa en lugar de los antibiéticos y preparados que se
utilizan como tratamiento para las enfermedades infecciosas. Las hojas del
nispero no son toxicas y posee propiedades antiinflamatorias, antiviral,

antihipercolesterolemica, antibidticas, antioxidante y dermatoldgicas, entre otras.

Es importante destacar que gran parte de la poblacién indigena y de escasos
recursos en nuestro pais recurren al uso de la medicina tradicional (Lozoya, 1999).
Sin embargo, se sabe muy poco acerca de la composicion quimica de muchas
especies. Por lo tanto, es necesario desarrollar investigaciones conducentes a
determinar la composicién quimica y las posibles actividades de las plantas

medicinales utilizadas por la poblacion mexicana.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades infecciosas

Una enfermedad puede ser definida como una funcién anormal de alguna
estructura o sistema dentro del cuerpo. El termino infeccioso se refiere al hecho de
que la enfermedad infecciosas es causada por microorganismos patdégenos que
penetran en un organismo y pueden auto reproducirse y multiplicarse hasta un
namero considerable (OMS, 2007).

2.2 Caries dental

Segun la OMS, la caries dental se puede definir como proceso patologico
localizado, de origen externo, que se inicia tras la erupcion dentaria y que
determina un reblandecimiento del tejido duro del diente, evolucionando hacia la
formacién de una cavidad (OMS, 1987).

Las lesiones cariosas se inician por la desmineralizacion de la superficie externa
del esmalte debido a los acidos organicos producidos localmente por las bacterias
que fermentan los carbohidratos de la dieta. Con la pérdida progresiva del mineral
de los dientes y la destruccion secundaria de la proteina del diente por la accion
bacteriana se forman cavidades. Si este proceso continla y no es atendido se
destruye la mayor parte del diente, conduciendo con frecuencia a infecciones de la

pulpa del diente e infecciones de los tejidos circundantes (Burnett, 1990).

2.2.1 Microorganismos de la cavidad oral

La cavidad oral es uno de los sitios anatomicos mas densamente poblados por
bacterias, hongos y levaduras; se han aislado alrededor de 500 especies
diferentes de microorganismos, de las cuales al menos el 70% corresponden a
bacterias y este numero continla incrementandose debido a los avances

tecnoldgicos recientes.
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Estos microorganismos colonizan las superficies orales, en donde forman
consorcios microbianos conocidos como biopeliculas. Dentro de los
microorganismos que forman estos consorcios en la cavidad oral, Streptococcus
mutans ha sido reconocido como el patdégeno responsable de la caries dental. Sin
embargo, S. mutans no siempre comprenden la porcion mayoritaria de la
microflora inicial en las lesiones y enfermedades bucales, pero su nimero se
incrementa considerablemente conforme las enfermedades progresan. Las
enfermedades orales como la caries dental y mal olor bucal comienzan siempre en
la interfase entre el ecosistema microbiano y el tejido del hospedero, en casos
graves estas infecciones orales pueden producir infecciones en d&rganos

adyacentes como enfermedades del aparato respiratorio (Takahashi, 2005).
2.3 Biopeliculas

La placa dental es el término comunmente utilizado para la formacion de la
biopelicula en los dientes. Consiste en una tendencia natural de los
microorganismos a adherirse a superficies bidticas y abibticas para multiplicarse y

sumergirse en una matriz viscosa extracelular (Jass et al., 2003).

En una boca saludable, la superficie disponible para la colonizacién es el esmalte,
un tejido duro y altamente calcificado. El esmalte de los dientes segundos después
de limpiarlos se cubre con una pelicula formada por las moléculas presentes en la
saliva las cuales se unen selectivamente a la superficie del diente; por ejemplo
proteinas ricas en prolina, histatina y estaterina las cuales actian promoviendo la
adherencia de algunas bacterias importantes (Streptococcus gordonii,
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis,
Propionibacterium acnes, Haemophilus parainfluenzae, Prevotella loescheii,
Veillonella atypica, Eikenella corrodens, Actinomices naeslundi, Capnocytophaga
ochracea, Capnocytophaga gingivalis, Actinomyces israelii, Prevotella denticola,
Capnocytophaga sputigena, Streptococcus mutans y algunos microorganismos
anaerobios pigmentados de negro). Una vez que las bacterias libres flotantes se

adhieren a la superficie éstas emiten sefiales quimicas para coordinar la
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diferenciacion y formacion de la biopelicula (Figura 1), incluyendo la sintesis de

una cubierta protectora de naturaleza polisacarida (Jass et al., 2003).

En casi todos los casos, la biopelicula desempeiia un papel fundamental en la
supervivencia y la propagacion de los microorganismos en el interior del huésped.
Ello se debe a la proximidad fisica de otras células ya que favorece las
interacciones sinérgicas incluso entre miembros de especies distintas, la
transferencia horizontal de material genético entre microorganismos y la utilizacion
conjunta de subproductos metabdlicos. La matriz de exopolisacaridos (EPS) que
opera a modo de escudo ofrece proteccion a las bacterias patégenas ante los
cambios del entorno (humedad, temperatura y pH) y proteccién frente al sistema
inmunitario de un huésped infectado o frente a depredadores. Las biopeliculas
destacan también por su resistencia a concentraciones extraordinariamente
elevadas de antibiéticos, que incluso a dosis menores, resultan letales para sus

homologos plancténicos (Harrison et al., 2006).

Las bacterias en las diferentes zonas de la biopelicula experimentan diferentes
microambientes y desarrollan diferentes propiedades fisiologicas, incluyendo la
resistencia a los agentes antibacterianos. La reduccion de la susceptibilidad a los
antibacterianos por parte de las bacterias en las biopelicula, puede ser
ocasionalmente extrema; se ha propuesto que es ocasionada por una variedad de
factores, como la reduccion drastica del oxigeno y los nutrientes dentro de la
biopelicula; el acceso reducido de los antibacterianos a las células; las
interacciones quimicas entre los compuestos antibacterianos y los componentes
organicos de la biopelicula, principalmente con la espesa matriz polimérica
extracelular, y a la produccién de enzimas degradativas/neutralizantes (Gilbert et
al., 2002; Davies, 2003; Simdes et al., 2009).

Las bacterias patdgenas tienen la habilidad para liberar proteinas efectoras en las
células hospederas con la finalidad de mimetizar, suprimir o modular las vias de
sefalizacion defensiva del hospedero, y para incrementar la adaptabilidad del

patogeno. Por otro lado el hospedero, ha desarrollado mecanismos complejos
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para reconocer a las bacterias patdgenas. Las plantas reconocen distintas
moléculas efectoras producidas por las bacterias patdgenas, mientras que los
animales reconocen patrones moleculares conservados, tales como aquellos
derivados de los polisacaridos o los peptidoglicanos (Staskawicz et al., 2001).

Receptor de adhesinas

Colonizadores
trempranos

Superficie dental

Figura 1. Modelo espacio-temporal de la colonizacion bacteriana bucal que ilustra
la forma en que las bacterias colonizadoras iniciales reconocen los receptores de
la pelicula salival y las coagregaciones entre colonizadores iniciales, fusobacterias
y colonizadores tardios de la superficie dentaria (Kolenbrander, et al., 2002).

8
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2.3.1 Ciclo vital de las biopeliculas

La biologia de las biopeliculas se centra en su ciclo vital e interacciones con el
medio ambiente. El ciclo vital es un proceso dinamico que puede ser dividido en 3

partes: adhesion, crecimiento y separacion o desprendimiento (Figura 2).

Primera fase (adhesion, 0-4 horas). Inicialmente se lleva a cabo via fuerzas
fisicoquimicas entre la bacteria y la superficie del diente recubierta, incluyendo
fuerzas atractivas de Van der Waals. En esta fase hay una alta hidrofobicidad de
la superficie que puede facilitar la adhesion. Las bacterias una vez que perciben
una superficie, proceden a formar una union activa via apéndices, como fimbrias,

flagelos o pili (Nazar, 2007).

La motilidad otorgada por flagelos, ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie en
las etapas iniciales de la adhesion, siendo su funcion principal vencer las fuerzas
de repulsion mas que actuar como adherente. Sin embargo, la motilidad no es un
requisito esencial, puesto que las bacterias Gram positivas, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, son inmadviles y también poseen la capacidad de

formar biopeliculas (Nazar, 2007).

La adhesion firme resulta de interacciones entre las moléculas (adhesinas), sobre
la superficie celular de los microorganismos y receptores en la pelicula. La Unica
bacteria detectada en esta etapa temprana son cocos o cocobacilos y siempre se
encuentran localizados en las depresiones de la superficie del esmalte (Wilson et
al., 2003).

Se ha descrito que la colonizacion microbiana incrementa a medida que aumenta

la aspereza de la superficie, debido a que el area de superficie es mayor.

Durante la segunda fase (crecimiento, 4-24 horas), la bacteria, una vez
adherida, comienza a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio
de unién, formando una microcolonia. EI nimero de bacterias comienza a

incrementar rapidamente después de 8-12 horas y gradualmente forma una
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monocapa sobre la superficie. A medida que las células se dividen y colonizan la
superficie, las bacterias comienzan a elaborar un exopolisacéarido que constituye la
matriz de la biopelicula, y éste comienza a desplegarse en una formacién
tridimensional (Wilson et al., 2003; Nazar, 2007).

Finalmente, la tercera fase (desprendimiento), después que la biopelicula ha
alcanzado la madurez algunas células, ya sea aisladamente o en conglomerados
bacterianos, se liberan de la matriz para poder colonizar nuevas superficies,
cerrando el proceso de formacion y desarrollo la biopelicula. ElI desprendimiento
puede ser resultado de fuerzas externas a la biopelicula o de proceso activos

inducidos por este.
Los tres mecanismos principales para generar desprendimiento son:

e Erosion o deslizamiento: remocion continla de pequefias partes de la
biopelicula.

e Separacion: remocion rapida y masiva.

e Abrasion: liberacidon por colision de particulas de liquido circundante de la

biopelicula.

La separacion es menos frecuente que la erosion y se piensa que resulta de

depletar los nutrientes u oxigeno al interior de la biopelicula (Nazar, 2007).
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‘. Formacion de una biopelicula madura;
. intersticios de agua.
Células
planctonicas Contacto célula a célula
mas fuerte y formacian
de micro-colonia.
Primera Células incrustadas ‘

incrustacion

Adhesion
Desprendimien o

Figura 2. Etapas en la formacion del biopelicula. Adaptado de Svensalery
Bergenholtz, 2004.

2.3.2 Estructura de la biopeliculas

La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua
dentro de su estructura, llegando este componente a representar hasta el 97% de
ésta (Nazar, 2007). Ademas de agua y bacterias, la matriz esta formada por
exopolisacaridos (EPS), los que constituyen su componente fundamental,
producidos por los propios microorganismos integrantes. En menor cantidad se
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encuentran otras macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos, y diversos
productos que proceden de la lisis bacteriana. El conjunto de polisacaridos, acidos
nucleicos y proteinas, se conocen bajo el nombre de sustancias poliméricas
extracelulares (SPE). En la matriz también pueden hallarse materiales no
bacterianos, tales como cristales de sales minerales, particulas de corrosion y/o de
sedimento, 0 componentes sanguineos, segun sea el medioambiente en el cual se

desarrolla la biopelicula (Figura 2).

Ademas, los EPS pueden estar asociados con iones metalicos y cationes
bivalentes. Pueden tener carga neutra o carga polianidnica, segun el tipo de
exopolisacarido, lo que les permitiria interactuar con distintos antimicrobianos, de
forma tal que estos pueden quedar atrapados en la matriz sin capacidad para
actuar sobre las bacterias (Post et al., 2004). La produccion de EPS es influida por
la calidad nutricional del medioambiente. Se ha observado que un incremento en
la concentracion de nutrientes esta correlacionado con un aumento en el numero

de células bacterianas adheridas (Thomas et al., 2006; Lasa et al., 2011).

La arquitectura de la matriz no es soélida. Las bacterias viven en asociaciones
celulares que se extienden en forma tridimensional desde la superficie a la cual
estdn adheridas. Estas asociaciones estan compuestas por microcolonias de
diferentes células bacterianas, tanto aerobias como anaerobias, englobadas por
exopolisacéridos y separadas unas de otras por espacios intersticiales llamados
canales de agua, que permiten el flujo de liquido y actian como un sistema
circulatorio primitivo para el transporte y difusidon de nutrientes y oxigeno a las
bacterias ubicadas en su interior, incluso aquéllas situadas en las zonas mas

profundas de la biopelicula.

Asimismo, constituyen un mecanismo para la remocion de productos de desecho
metabdlico (Nazar, 2007).
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2.3.3 Mecanismos de resistencia de la biopeliculas

Las biopeliculas confieren estabilidad ambiental a las bacterias para crecer,
ademas proporcionan proteccibn a los cambios ambientales como: pH,

deshidratacion, salinidad, agentes antimicrobianos y fagocitosis.

Es dificil erradicar a las biopeliculas dada su resistencia, definida como la
habilidad de un microorganismo para crecer en presencia de una elevada
concentracion de antimicrobiano o un pequefio grupo de cepas, en las cuales la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se ha incrementado. En una biopelicula la
susceptibilidad a los antibioticos puede disminuir de 10 a 1000 veces (Herrera,
2004).

Las biopeliculas presentan una organizacion estructural que las hace resistentes a
los mecanismos de defensa del huésped. Las biopeliculas, revestidas con SPE,
conteniendo multiples microcolonias bacterianas en su interior, se convierten en
estructuras demasiado grandes como para ser fagocitadas, reduciendo la
accesibilidad del sistema inmune a las bacterias. La biopelicula provee una
barrera fisica que aumenta la resistencia de patdégenos a las defensas del
huésped, como opsonizacion, lisis por complemento, y fagocitosis (Post et al.,
2004); las biopeliculas provocan respuestas inmunes celular y humoral,
demostradas por la identificacion de citoquinas liberadas por leucocitos expuestos
a biopeliculas. Sin embargo, debido a su aislamiento del entorno por la matriz y su
reducido estado metabdlico, esta respuesta sistémica es muy pequefia (Nazar,
2007).

Otra ventaja, extremadamente importante desde el punto de vista clinico, es que
las biopeliculas son muy resistentes a los antibidticos, siendo capaces de
sobrevivir frente a concentraciones antibiéticas miles de veces mayor respecto a

las bacterias plancténicas.
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Para intentar explicar esta resistencia se han planteado diversas hipétesis:

Penetracion lenta o incompleta del antibiotico en la biopelicula: Se debe a
gue la matriz de exopolisacaridos constituye una barrera que impide este
ingreso. Si bien estudios in vitro muestran que algunos antibiéticos logran
ingresar con cierta facilidad, debido a que no existiria una barrera genérica
a su difusion a través de la matriz, se postula que si el antibiotico logra ser
desactivado en ésta por accion de polimeros extracelulares, puede tener
tan sélo una difusion limitada dentro del la biopelicula (Post et al., 2004;
Thomas et al., 2006).

Causas metabdlicas: Una baja actividad metabdlica de las biopeliculas por
limitacion de oxigeno y nutrientes puede causar que ingresen en un estado
de lentificacion o cese de su mitosis, especialmente aquéllas situadas mas
profundamente, con lo cual dejan de ser susceptibles a los antimicrobianos.
Ademas, se ha descrito la formacion de nichos anaerdbicos en zonas
profundas de biopeliculas debido a consumo completo del oxigeno en las
capas superficiales (Post et al., 2004; Thomas et al., 2006).

Cambios genéticos: Se producen modificaciones en la fisiologia de las
bacterias y aparicion de genes especificos, producto de cambios genéticos,
que potenciarian mecanismos de resistencia a multiples antibioticos. Segun
diversos investigadores, esta resistencia se debe principalmente a
modificaciones fenotipicas en las biopeliculas (Lasa et al., 2011).

Formacion de esporas: Esta hipétesis plantea la posibilidad de génesis de
una subpoblacion de biopeliculas con un estado fenotipico muy especial y
altamente protegido. Este planteamiento es apoyado por investigaciones
que muestran resistencia en biopeliculas recientemente formadas, aun
cuando estos son demasiado delgados para constituir una barrera a la

penetracion de agentes antimicrobianos (Nazar, 2007).

Es preciso tener presente que los antibioticos utilizados rutinariamente en clinica

han sido seleccionados por su actividad frente a bacterias planctonicas. Lo
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anterior debido a que los estudios de sensibilidad o antibiogramas que se realizan
habitualmente estan disefiados para medir la susceptibilidad de la bacteria crecida
de forma planctoénica, sin tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no

extrapolarse a esa misma bacteria cuando lo hace en el interior de la biopelicula.

Las mismas propiedades que hacen a las biopeliculas resistentes a antibiéticos y
al sistema inmune, también las tornan dificiles de cultivar in vitro. Incluso, su
estado metabdlico dentro de la biopeliculas puede imposibilitar por completo su
cultivo (Post et al., 2004; Lasa et al., 2011).

2.3.4 Resistencia de las biopeliculas

Los microorganismos poseen mecanismos de defensa que les permiten sobrevivir
bajo condiciones adversas, resultando en cambios adquiridos mediante la
mutacion o la adquisicion de genes de resistencia a partir de otros
microorganismos; o bien, se vuelvan resistentes por cambios intrinsecos de las
células (Fajardo et al., 2008). Los genes de resistencia adquiridos pueden permitir
a una bacteria sintetizar enzimas, capaces de inactivar compuestos
antibacterianos, modificar el sitio blanco, desarrollar una ruta metabdlica
alternativa evitando la accién del producto antibacteriano y para expresar
mecanismos de salida que no permiten la interaccion de las sustancias
antibacterianas con el sitio blanco intracelular (Webber et al., 2003; Woodford et
al., 2007).

2.3.4.1 Resistencia adquirida

La adquisicion de nuevo material genético por parte de las bacterias susceptibles
a los antibacterianos, a partir de aquellas contrapartes resistentes puede ocurrir a
través de transferencia de genes, por conjugacion, transformacion o transduccion
(Tenover, 2006).
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2.3.4.2 Resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca a los antibacterianos es una propiedad natural de las
bacterias. Se encuentra asociada con la impermeabilidad celular proporcionada
por las capas externas, limitando asi la toma de antibacterianos externos (Russell,
2001).

2.4 Antecedentes de Streptococcus mutans

2.4.1 Caracteristicas estructurales

Poseen una capa mucosa en cuya composicion siempre hay glucanos tanto
solubles como insolubles, por lo que poseen glucosiltransferasas de alto y bajo
peso molecular. Estas enzimas, localizadas en la membrana citoplasmatica,
emergen sobrepasando la pared celular e incluso se excretan al medio
favoreciendo el fenébmeno de agregacion por afinidad con los compuestos que
originan. Poseen una serie de polisacaridos en la pared celular que permiten, por
su diferente composicion, distinguir los serotipos a, b, c, d, e, f, g y h. Es posible
qgue estos polisacaridos igualmente intervengan en fendémenos de adhesién

interbacteriana.

En su pared presentan proteinas frecuentemente antigénicas y también
involucradas en diversos fendmenos: fijacion de glucanos, adhesion a la pelicula
adquirida y adhesion interbacteriana por interacciones proteina-proteina o lectina-
carbohidratos que a veces se ve favorecida por la saliva gracias a la mediaciéon

conjunta de cationes y glucoproteinas salivares (Liébana, 2002).

2.4.2 Metabolismo de la sacarosa

El transito de alimentos por la cavidad oral proporciona azucares a las bacterias,
éstas fermentan, generando energia, expulsando desechos metabdlicos o
acumulando productos de reserva como polisacaridos de glucosa mas fructosa.
Ante un exceso de sacarosa disponible, éstas lo utilizan para obtener energia y

sintetizar polisacaridos de reserva tanto extra como intracelularmente. Con

16



Antecedentes

respecto a los estreptococos tienen glucosiltransferasas, tanto las que producen
glucanos insolubles como las que las generan glucanos solubles. La importancia

de estos compuestos en la cavidad oral radica en que:

e Los glucanos insolubles forman parte de la matriz celular de las placas,
ademas, son fundamentales en los fendmenos de adhesion a tejidos del
hospedador y a bacterias.

e Los glucanos solubles y los fructanos son elementos de reserva nutricional.

e Factores metabdlicos de cariogenicidad de los estreptococos de la especie
mutans.

e Poder acidégeno: produce &acido lactico como producto final del
metabolismo; esto hace que el pH baje y se desmineralice el esmalte
dental.

e Poder aciddfilo: son muy tolerantes a los acidos.

e Poder acidurico: siguen produciendo acidos a pH bajos.

e R4pido metabolismo de los azlUcares a &cido lactico y otros acidos
organicos.

e Pueden conseguir el pH critico para la desmineralizaciéon del esmalte mas
rapidamente que cualquier otro microorganismo de la placa.

e Produccion de polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa y su
movilizacion.

e Produccion y movilizacion de polisacaridos intracelulares.

e Produccion de dextranasas y fructanasas (reservas de energia) (Negroni,
2003; Browgardt et al., 2004).
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2.5 Antecedentes del nispero

2.5.1 Eriobotrya japonica

Su nombre cientifico deriva del griego erion que significa lana y botrys que quiere
decir racimo, debido a que sus flores se presentan en forma de racimos

lanuginosos (Aguilar et al., 2008).
2.5.2 Sinonimia botanica

Photinia japonica Gray, Mespicus japonicus Thunb (Argueta et al., 1994; 2009).
2.5.3 Clasificacion cientifica de Eriobotrya japonica

Su clasificacién cientifica se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1. Clasificacién cientifica de Eriobotrya japonica (Instituto de Ciencias
Naturales, 2011).

Nombre Cientifico Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Eriobotrya
Epiteto Especifico Japonica
Autor Epiteto Especifico [ Lindl
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2.5.4 Caracteristicas botanicas y ecologicas

El nispero japonés (Eriobotrya japonica Lindl.), pertenece al orden Rosales, familia
Rosaceae, subfamilia Pomoideae. En la Figura 3 se muestra una representacion

de las distintas partes de la planta.

Figura 3. Eriobotrya japonica A: rama con frutos jévenes. B: detalle de indumento de la
cara inferior de la hoja. C: rama florifera. D: flor vista de arriba. E: flor en vista lateral. F:
frutos (Delucchi et al., 2010).
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2.5.4.1 Descripcion del arbol del nispero

El nispero es un arbol de hoja perenne, de buen porte, puede alcanzar, en
condiciones de cultivo, hasta 8 m, aunque normalmente no supera la media de 5 a
6 m (Figura 4).

Figura 4. Arbol de Eriobotrya japonica.
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2.5.4.2 Hojas

Las hojas tienen forma ovalada (Argueta et al., 1994; 2009), miden entre 8 a 25
cm, segun la variedad, son verde oscuro y brillante por el haz y con numerosos
tricomas por el envés. Durante la floracion presentan pubescencia blanquecina en
ambas caras. Los bordes son aserrados, siendo la profundidad del diente y la
longitud del espacio aserrado dependientes de la variedad (Figura 5; Gariglio et
al., 2002).

Figura 5. Hojas de Eriobotrya japonica.

2.5.4.3 Raiz

La raiz principal es pivotante hasta los 4-5 afios de edad y puede llegar a alcanzar
los 2,5 m de profundidad. Las raices secundarias se extienden a poca profundidad

(unos 25 cm), formando un amplio sistema radicular superficial.
2.5.4.4 Tronco

El tronco es erecto, de 0,75-1,25 m de altura, ramificAndose a partir de ese punto
en varios brazos, normalmente de 2 a 5 metros. Presenta una corteza rugosa de

color gris pardo de renovacion anual (Gariglio et al., 2002).
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2.5.4 5Flor

La flor es blanca, pequeiia y con una agradable fragancia, se encuentran
agrupadas en paniculas. La panicula mide entre 10 a 19 cm de longitud y tienen
forma piramidal. Esta consta de un eje principal en el que se insertan de 5 a 10
ejes que contienen un numero variable de flores en racimo. El numero de flores
por panicula es de 110 a 150, dependiendo de la parcela y las condiciones

climaticas del afio (Figura 6; Gariglio et al., 2002).

Figura 6. Flores blancas de Eriobotrya japonica.

2.5.4.6 Fruto

El fruto del nispero es carnoso, de pulpa abundante, sabor dulce y textura arenosa
al paladar, de cascara gruesa de color amarillo y son muy notables por su
variedad fenotipica, lo cual significa que la forma y el tamafio varian

considerablemente de un arbol a otro (Gariglio et al., 2002).

Cada fruto tiene una forma ovoide, de 3 a 5 cm de longitud, puede contener entre
1y 5 semillas en forma de gota grandes, de color marrdn; representan entre un 20
y un 30% del peso del fruto y estdn agrupadas fuertemente, formando un nucleo

voluminoso. El fruto se consume fresco (Figura 7; Gariglio et al., 2002).
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Figura 7. Frutos de Eriobotrya japonica.

2.5.5 Fenologia

Florece en otofio 0 a comienzos del invierno y los frutos maduran a finales del
invierno y principio de la primavera (Delucchi et al., 2010).

2.5.6 Caracteristicas agro-climaticas

2.5.6.1 Clima

El nispero es un arbol frutal de clima subtropical o templado-calido, con inviernos
suaves, ya que en ésta época del afio es cuando florece y se desarrolla el fruto.
En zonas de clima muy frio o excesivamente calido y himedo crece como planta

ornamental, pero no es factible alcanzar una produccion comercial aceptable.

La planta tolera temperaturas de -10 °C, pero los frutos se dafan a -3 °C. En
paniculas sometidas a distintas temperaturas se encontré que el dafio por frio fue
del 10% a -2 °C, del 40-49% a -3 °C y del 100% a -4 °C, siendo el estado mas
sensible al momento en el que los frutos tienen alrededor de 5 mm (Gariglio et al.,
2002).
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2.5.6.2 Suelo

El nispero se adapta bien a una amplia variedad de suelos de moderada fertilidad,
desde arenosos a arcillosos, siempre que presenten un buen drenaje. El pH
Optimo se sitha entre 6 y 8; no tolera bien los suelos acidos. Se le encuentra con

frecuencia en suelos calizos y pedregosos (Gariglio et al., 2002).

2.5.6.3 Agua

Aungue las necesidades de agua de este cultivo no se conocen con precision, con
pluviometrias anuales inferiores a 1200-2000 mm es necesario recurrir al riego

para obtener cosechas abundantes y de calidad.

La falta de agua durante el periodo de desarrollo vegetativo (junio-agosto) reduce

el nimero y calidad del fruto (Gariglio et al., 2002).
2.5.7 Importancia econdmica del cultivo

Los principales productores de nispero mundialmente son China, seguido de
Espafia, Japon, ltalia, Israel y Argelia; son los paises que poseen la superficie mas

extensa de cultivo del arbol frutal (Llacer, 1994; Gariglio et al., 2002).

2.5.8 Distribucion geogréfica

Especie nativa de China, introducida tempranamente en Japon y el sudeste
asiatico; ampliamente cultivada en todas partes del mundo. Cultivado como arbol
frutal y asilvestrado en Europa (Azores, Peninsula Ibérica y Creta) (Navarro et al.,
1998), Nueva Zelandia, Brasil y Argentina (Delucchi et al., 2010).

En México hay arboles en gran parte de la republica y hay uso registrado de las
hojas del nispero en el Distrito Federal, Hidalgo, Jalisco, Tlaxcala y Veracruz
(Figura 8; Argueta et al., 1994; 2009).
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Figura 8. Usos registrados de Eriobotrya japonica en México.

2.5.9 Historia del nispero

El nispero japonés es originario del sudeste de China, donde se conoce desde
hace 2,000 afios. De alli pas6 a Japén, pais en el que se cultiva desde 1180
(Gariglio et al., 2002).

En Europa se cultiva desde el Siglo XVIIl. Se cree que fue introducido por los
jesuitas, que lo llevaron de Japoén a la isla Mauricio y de alli a Francia, al Jardin de
las Plantas de Paris. Después se extendi6é por toda la cuenca del Mediterraneo,
donde ha encontrado un habitat muy favorable para su cultivo en paises como

Argelia, Turquia, Israel, Italia y Espafia.

En Espafa fue introducido por los marinos mercantes en la zona de Sanguto
(Ciudad de Valencia, Espafia), donde se expandi6 por todo el este y sudeste de la
peninsula Ibérica (Gariglio et al., 2002).

El nispero llego a Yucatan y posiblemente a otras partes cercanas del sur de
México, asi como del norte de Belice y el noreste de Guatemala.
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La especie se encuentra en Centro América, donde al parecer ha sido cultivada

desde tiempos antiguos.

Se introdujo hace mucho tiempo en toda Ameérica tropical, las Antillas, las
Bahamas, las Bermudas y parte meridional de la peninsula de Florida (Alvarez,
2010).

2.5.10 Usos de Eriobotrya japonica

2.5.10.1 Etnobotéanica

Eriobotrya japonica se ha utilizado como una planta farmacéutica, en particular, las
hojas; recientemente se ha demostrado que contiene terpenos, polifenoles y ha
sido empleados para tratar aftas, amigdalitis, dispepsia, gastralgia, gingivitis, fiebre
alta (Argueta et al., 1994; 2009), enfermedades de piel, flemas, bronquitis crénica,
enfermedades respiratorias cronicas, antitusivo, expectorante, antiinflamatorio,
astringente (Atsuhide et al., 2004; Delucchi et al., 2010), trastornos
gastrointestinales (Liang et al., 1990; Lee et al., 2004), antitumoral, para regular la
presion arterial y como tranquilizante (Keller et al., 2006). Ademas, tienen efecto
hipoglucemiante (Tanaka et al., 2008), y contra el cancer (Hideyiki et al., 2000).

El nispero es recomendado principalmente para curar la diabetes, se prepara un
cocimiento con las hojas, se deja reposar y posteriormente se administra, sin
endulzar, tres veces al dia 0 como agua de tiempo. Estudios han informado que el
extracto de hojas de E. japonica tiene efectos contra la diabetes (Chen et al.,
2008; Tanaka et al., 2008).

Cuando hay problemas de varices o mala circulacion, a la coccion de las hojas se
le agrega corteza de pochote (Ceiba pentandra) y se bebe como agua de uso, la
cual también sirve para limpiar el rindn y contra el acido urico. Ademas, el
cocimiento del fruto y la corteza se usan para purificar la sangre y curar
enfermedades del rifion. Por otro lado, se ha registrado su uso para eliminar

calculos biliares y para calmar los nervios (Argueta et al., 1994; 2009).
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Es importante mencionar que, una decoccion de las hojas, previamente fria se

aplica a nivel local en heridas, Ulceras y caries (Perry, 1980).

Por dltimo, el extracto de las semillas de Eriobotrya japonica tiene actividad
antioxidante y es eficaz para la prevencion y el tratamiento de diversas

enfermedades, como la hepatopatia y nefropatia (Atsuhide et al., 2004).
2.5.10.2 Usos no medicinales

Especie sumamente difundida como ornamental y frutal. Los frutos se consumen
frescos, en almibar, desecados, confitados, en jaleas, mermeladas, dulces, tartas
y budines. La miel del nispero es muy apreciada en las zonas de cultivo.
A partir del jugo fermentado se destila y elabora un aguardiente con sabor a
almendras. Algunos de sus usos son:
e Forraje: las ramas tiernas se utilizan como forraje en la India y en Africa.
e Apicultura: las abejas son facilmente atraidas por las flores blancas
perfumadas; la miel es de color ambar con un agradable sabor.
e Combustible: la madera tiene un valor de mercado como lefia.
e Madera: es utilizada para la fabricacibn de instrumentos musicales
(Delucchi et al., 2010).

2.5.10 Composicion quimica de Eriobotrya japonica

Las hojas y semillas de Eriobotrya japonica contienen constituyentes activos como
flavonoides, acido elagico, taninos y amigdalina (Argueta et al., 1994; Atsuhide et
al., 2004). Estudios han informado que los extractos de semillas u hojas de E.
japonica tienen efectos contra la diabetes y la hipoglucemia (Chen et al., 2008;
Tanaka et al., 2008).

Estudios quimicos previos realizados a las hojas de E. japonica han permitido la
caracterizacion de los sesquiterpenos loquatifolina A y cuatro derivados
glicosilados del herolidol, triterpenos como el acido maslinico, y su éster metilico,

el acido tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico, acido ursolico y su derivado hidroxilado,
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acido torméntico, acido corosolico, acido oleandlico, acido 4-oleandlico, acido 2a,3a,
23-trihidroxiolean-12-en-28-oico,  metilursolato, &cido  3-O-cis-p-coumaroil-
tormentico, acido 3-O-trans-p-coumaroil-tormentico, acido 3-epicorosolico, acido
euscafico, acido 1p-hidroxieuscafico, lactona del acido ursolico, acido betulinico,
betulinato de metilo (Norihiro et al., 2005; Hui-ya et al., 2010), los flavonoides
hiperosido, rutina (Argueta et al., 1994; 2009, Osuna et al., 2005), acido 3-O-
cafeoilquinico, acido 4-O-p-coumaroil quinico, quercetina, isoquercitrina, 3-O-
soforosido de quercetina, 3-O-soforosido de caemferol, (-)-epicatequina, los
polifenoles procianidina B-2, procianidina C-1, 1-O-feruloil-B-D-glucopiranosido y
acido 4-0-B-glucopiranosil-cis-p-cumarico (Hideyuki et al., 2000). En los retofios se
han identificado los alcaloides guanidina y su derivado metilico. De la cascara del
fruto se ha aislado el flavonoide loguatésido, y de las semillas, el glicosido
cianogénico amigdalina, acidos grasos insaturados como el acido linolénico,

esteroles vegetales, tales como B—sitosterol (Tabla 2; Atsuhide et al., 2004).
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero.

Estructura

I
it ]

Acido
maslinico

Triterpeno _
(hojas)

Acido tri-
hidroxi-urs-12-
en-28-oico
(hojas)

Triterpeno

Triterpeno  Acido ursolico
(hojas)

Acido
tormentico
(hojas)

Triterpeno

Bibliografia

Argueta et al.,
1994; 2009
Norihiro et al.,
2005

Argueta et al.,
1994; 2009

Argueta et al.,
1994; 2009
Hui-ya etal.,
2010
Norihiro et al.,
2005

Hui-ya et al.,
2010

29




Antecedentes

Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

(continuacion).

Estructura Nombre Bibliografia
Acido .
. 1 Hui-ya, et al.,
Triterpeno corosolico 2010
(hojas) Norihiro et al.,
2005
Acido .
. . Hui-ya et al.,
Triterpeno oleandlico 2010
(hojas) Norihiro et al.,
2005
Triterpeno Metilarj_unolato Norihiro et al.,
(hOja.S) 2005
Acido 20 ,3a,
23- Norihi |
Triterpeno  trihidroxiolean- 0" Z'B%Set al
12-en-28-oico
(hojas)
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

(continuacion).

Estructura Nombre Bibliografia
Acido -
Triterpeno  §-oleantlico Nor|hz|(r)c())5e tal.,
(hojas)

Triterpeno Metilursolato Norihiro et al.,

(hojas) 2005
| Acido 3-O-cis- N
Triterpeno  p-coumaroil- NO“%%? al.,
tormentico
(hojas)
o
: Acido 3-O- N
Triterpeno trans-p- NO“%% 5€t al.,
coumaroil-
tormentico
(hojas)
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

Estructura

(continuacion).

Tipo Nombre

Bibliografia

Acido 3- -
. . . Norihiro et al.,
Triterpeno  epicorosolico 2005
(hojas)
Acido Norihiro et al
Triterpeno euscafico orl 2'8%58 al,
(hojas)
Acido 1p- hi |
Triterpeno  hidroxieuscafico N0r|2|(r)c())5eta.,
(hojas)
Lactona del Norihiro et al
Triterpeno  acido ursolico 0”2'8%59 al,
(hojas)
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

(continuacion).

Estructura
Triterpeno
Triterpeno
Flavonoide
OH (o]
Flavonoide

Nombre

Acido
betulinico
(hojas)

Betulinato de
metilo (hojas)

Quercetina
(hojas)

Isoquercetina
(hojas)

Bibliografia

Norihiro et al.,
2005

Norihiro et al.,
2005

Hideyuki et al.,
2000

Hideyuki et al.,
2000
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

(continuacion).

Estructura Nombre Bibliografia

Camferol 3-O- Hidevuki et al
Flavonoide  soforosido ' eé%oloe al.,

(hojas)
OH
" o~ Flavonoide (-)-Epicatequina  Hideyukietal,
"o
OH

Glucésido Rutina Osuggozt al.,

Flavonoide (hojas) Argueta et al.,

1994; 2009

Amigdalina
Glicosido (hojas y Argueta et al.,
semillas) 1994; 2009
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Estructura

OH

(continuacion).

Tipo

OH

peno
glicosido

Polifenol

Polifenol

Polifenol

o Sesquiter-

Nombre

logquatifolina A
(hojas)

Procianidina
B-2
(hojas)

Procianidina
C-1
(hojas)

Acido elagico
(hojas y
semillas)

Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

Bibliografia

Argueta et al.,
1994, 2009

Hideyuki et al.,
2000

Hideyuki et al.,
2000

Argueta et al.,
1994; 2009
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Tabla 2. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el nispero

(continuacion).
Estructura Nombre Bibliografia
0 Acido Atsuhide et al.,
e Acido linolénico Junﬁgf’e‘: N
oH raso ' o
g (semillas) 2006
0]
Ho Acido Acido cafeico Junk I
fendlico semillas unko et al.,
N Non (semilas) ko et
HO
Atsuhide et al.,
B-Sitosterol 2004
Esteroid il Junko et al.,
steroides (semillas) 2006
Acido 5- Junko et al.,
Esteres de clorogénico Hi dequSiGet al
acidos (semillas) 2000
gH "ol
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2.5.12 Farmacologia

Una decoccion de la planta evaluada en conejos a las dosis de 100 y 200 mg/kg
por la via intragastrica, mostro actividad hipoglicémia. Actividad detectada también
con un extracto etandlico administrado en conejos por via intragastrica, y con un
extracto metandlico a la dosis de 40 mg/kg inyectado en ratones por via
intraperitoneal (Argueta et al., 1994; 2009). Los estudios, llevado a cabo por De
Tommasi et al.,, (1991), mostraron que los terpenos glicosilados y los
sesquiterpenos son los componentes activos para el control de la diabetes
mellitus. Otro estudio realizado en humanos adultos mostroé que la administracion
por via oral de la decoccion a una dosis de 500 mg/ persona presenta un efecto

hipoglicémico considerable (Tommasi et al., 1991).

Adicionalmente, el extracto etanolico-acuoso de las partes aéreas de la planta ha
mostrado actividad hipotérmica, esta cuando se administra por via intraperitoneal
a la dosis de 0.125 mg/kg en ratones. Por otra parte, los extractos acuoso y

etandlico mostraron actividad antiviral débil, frente al virus Herpes simplex 2.

Asi mismo, el extractos metandlico-acuosos de las hojas de E. japonica ha
demostrado actividad antibidtica sobre cepas bacterianas de Streptococcus

mutans y Staphylococccus epidermidis (Kazunari et al., 2008).

Otras actividades evaluadas, y que dieron resultados negativos de actividad fueron
abortiva, analgésica, antiespasmaédica, diurética, potenciadora de barbituricos,
espermicida y coagulante del semen. Tampoco se comprobd una actividad anti-

mutagénica en extractos metandlicos de hojas y tallos (Argueta et al., 1994; 2009).

Se han evaluado varios triterpenos con respecto a la actividad antiinflamatoria;
frente a la inflamacién inducida por TPA en ratones comparadas con dos controles

positivos indometacina e hidrocortisona, los acidos triterpénicos mostraron accion
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anti-inflamatoria inducida por TPA, mostrando que el metilarjunolato, el acido
2o ,30,23-trihidroxiolean-12-en-28-oico, el acido 3-O-trans-p-coumaroiltormentico
y el &cido 1B- hidroxieuscafico tienen una Dlso = 0.03-0.05 mg/oreja, comparables

con la hidrocortisona la cual tiene Dlsp= 0.03 mg/oreja (Norihiro et al., 2005).

2.5.14 Toxicidad.

El estudio de la actividad téxica de un extracto etandlico (al 95%) de hojas,
evaluada en conejos por via intragastrica a dosis de 200 mg/kg, no mostro signos
de toxicidad. Por otra parte, una decoccién administrada en adultos humanos por
via oral a la dosis de 500 mg/persona no produjo signo de toxicidad (Argueta et al.,
1994; 2009).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Es importante mencionar que las enfermedades de la cavidad oral son muy
comunes en la poblacion mundial debido al alto consumo de carbohidratos, una
mala higiene bucal y la falta de tratamientos adecuados. Razén por la que es
importante encontrar nuevos productos eficaces para su tratamiento. En este
sentido las especies naturales, como es el nispero, representan una fuente de
compuestos con actividad antibacteriana utiles para el tratamiento de estas

enfermedades.

Las enfermedades de la cavidad oral no siempre son atendidas con la debida
seriedad. Ademas de que los programas de salud existentes se enfocan
principalmente a la correccion y no a la prevencién del problema. Otro de los
problemas que enfrentan, es el uso excesivo y la automedicacion de los
antibioticos, lo cual ha propiciado la aparicion de bacterias resistentes, la
disminucién en la eficacia de los tratamientos, limitado el rango terapéutico contra
patdgenos ocasionando que los tratamientos se vuelvan mas costosos, invasivos,
peligrosos e ineficientes. Las razones antes mencionadas hacen necesaria la

busqueda de alternativas para el tratamiento de estas enfermedades infecciosas.

Las enfermedades de la cavidad oral, como la caries dental, los canceres de la
boca y la faringe representan 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. Sin embargo, estas
enfermedades han sido poco atendidas.

En el mercado existen métodos quimicos y mecénicos que se utilizan para
controlar la placa dento-bacteriana (biopelicula), sin embargo, la busqueda de
agentes eficientes para eliminar la placa continda. Los productos naturales se han

utilizado en la medicina tradicional y representan una alternativa para la busqueda
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de sustancias quimicas novedosas para la prevencion de la palca dentobacteriana

y de las caries.

La busqueda de nuevos productos contra estos padecimientos nos lleva a la
medicina tradicional y a la amplia biodiversidad de fuentes naturales que existe en
México.

Con base en las consideraciones anteriores el objetivo general del presente
proyecto de investigacion consiste en evaluar el potencial para inhibir el
crecimiento de bacterias y aislar los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana de la especie E. japonica. Para cumplir con el objetivo principal se

plantearon los siguientes objetivos particulares:

e Preparar el extracto metandlico a partir de las hojas de E. japonica. Se
obtendra la cantidad suficiente de extracto para cuantificar el efecto inhibitorio
del mismo sobre el crecimiento de bacteria patdégena de la cavidad oral S.
mutans.

¢ Realizar el fraccionamiento primario del extracto activo, empleando para ello,
meétodos cromatograficos convencionales y procesos de particion. Esta
actividad conducira a la obtencion de una serie de fracciones de menor
complejidad que el extracto original.

¢ Aislar los compuestos activos a partir de las fracciones primarias. Esta
actividad permitird obtener los principios activos en forma pura.

e Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados
mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectromeétricas
convencionales. Esta actividad permitird establecer la estructura quimica de
los metabolitos aislados.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados sobre el

crecimiento de la bacteria cariogénica Streptococcus mutans.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimientos generales

4.1.1 Andlisis cromatograficos

Los analisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice (60 Fzs4
Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.1 mm de espesor. Las placas se visualizaron
bajo luz ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente
fueron reveladas con anisaldehido sulfurico al 1 % seguido de calentamiento
(aproximadamente 110°C) hasta la visualizacion completa. La cromatografia en
columna abierta (CCA) se realiz6 sobre gel de silice Kieselgel 60 Merck con
tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM empacado en columna
de vidrio (6 x 60 cm) y fue eluida con mezcla de disolventes en orden creciente de

polaridad (hexano, acetato de etilo y metanol).

4.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscoépicas 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, 400 Hz) se realizaron en un equipo
Varian modelo VNMRS. Los espectros se realizaron utilizando piridina-ds,
reportando el desplazamiento quimico en ppm. Los espectros de masas se
determinaron en un Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) introduccién
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directa a 70 eV y bombardeos de atomos rapidos (EM-FAB) mediante la técnica
de impacto electrénico (EM/IE).

4.2 Material Vegetal
4.2.1 Recoleccion de las hojas de Eriobotrya japonica

Las hojas de la especie E. japonica fueron recolectadas en el Campus
Universitario en el mes de Julio del 2010. Una muestra de referencia se depositd
en la coleccibn de muestras del Laboratorio 111, Facultad de Quimica,
Universidad Nacional Autonoma de México.

Figura 9. Hojas de E. japonica recolectadas.

4.3 Ensayo Biolégico

4.3.1 Microorganismos de prueba

El microorganismo de prueba utilizados para determinar la actividad bacteriana del
extracto metandlico, las fracciones y los compuestos aislados, fue Streptococcus
mutans (ATCC 700611); agente causante de caries.

Para el crecimiento optimo de dicha bacteria, se utiliz6 como medio de cultivo el
caldo de infusion de cerebro-corazén (BHI).
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4 .3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La actividad bacteriana se determin6 con base en un ensayo de microdilucién en
placa estéril de 96 pozos. Se incubaron los cultivos de las bacterias por 24 h.,
posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm x 10 min, se lavaron con buffer de
fosfatos 0.05M (PBS, pH 6.8) dos veces y finalmente se resuspendieron. La
suspension de células se ajustd utilizando un espectrofotdmetro y un estandar de
McFarland. En cada pozo se colocaron: el medio de cultivo, 5 x 10° UFC/mL de S.
mutans, el compuesto de prueba en diluciones seriadas 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 3. Finalmente, las
placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una incubadora Labnet
211DS.

Tabla 3. Controles del ensayo bioldgico.

Controles Bacteria y compuesto de prueba Condiciones
Control negativo Con inoculo y sin compuesto de prueba 37°C
Blanco Sin inoculo y sin compuesto de prueba 37°C
Control positivo Con inoculo y clorhexidina (CHX) 37°C

La bacteria S. mutans se incubd en condiciones aerobias, el crecimiento se estimo
espectroscopicamente (Assonm) después de 24 horas utilizando un lector de
placas.

El valor de CMI para el microorganismo utilizado se determin6 como la
concentracion minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos de

0.05 Assonm. Comparandolo con un control positivo que fue CHX (Tabla 3).
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4 .4 Estudio fitoquimico de Eriobotrya japonica

4. 4.1 Proceso de extraccion

Las hojas de Eriobotrya japonica se sometieron a un proceso de limpieza y secado
a temperatura ambiente. Posteriormente, se molieron en un molino Willey tipo 4.

Una porcion de 1844.1 g de hoja seca y molida de nispero se extrajo utilizando un
proceso de maceracion y como disolvente metanol por un periodo de 72 horas, el
material vegetal se separo por filtracion y el extracto resultante se concentré a
presién reducida hasta sequedad obteniéndose un sdlido de color café verdoso. El
proceso de extraccion se repiti6 3 veces en las condiciones descritas. El extracto
obtenido se evaluo6 utilizando como bacteria de prueba a Streptococcus mutans.

Tabla 4. Cantidad obtenida del extracto metandlico.

Cantidad obtenida

Extracto metandlico del nispero 416.19g

4.4 2 Fraccionamiento primario

El solido resultante se resuspendi6 en una mezcla MeOH:H,O (9:1),
posteriormente fue sometido a un fraccionamiento primario mediante un proceso
de particion utilizando como disolventes hexano, diclorometano y acetato de etilo,
para cada caso 500 mL, repitiendo el procedimiento 3 veces en las condiciones
descritas. Las fracciones obtenidas se concentraron al vacio, se denominaron
FOO1, FO02, FO03, en la Tabla 5 se muestra el rendimiento obtenido para cada
fraccion.

En el Diagrama 1 sintetiza el proceso de extraccion y fraccionamiento primario del
extracto de Eriobotrya japonica.
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’ Hojas de nispero
1844.19

Maceracion con MeOH (3X6L)

Exto. Metandlico
41819

PRy 1)  Resuspender en mezcla MeOH -H,0 (9:1) 1000mL
Particion 2) Particion con hexano (3X500mL)

l l

Fraccion MeOH - H,0 Fraccién Hexano FO01

Particion con CH,Cl, (3X500mL)

| !

‘ Fraccion MeOH - H,0 Fraccion CH,Cl, F002

‘ Particion con AcOEt (3X500mL)

| !

Fracc. MeOH — H,0 F004 ‘ Fracc. AcOEt FO03

Diagrama 1. Fraccionamiento primario.

Tabla 5. Cantidad obtenida en el fraccionamiento primario.

Cantidad obtenida

(FOO1) Fase con hexano 187.4 ¢
(FO02) Fase con diclorometano 7949
(FO03) Fase con acetato de etilo 43¢
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4.4 3 Fraccionamiento secundario

Una porcion de la fraccion FO02 (7.5 g, Diagrama 1) (CMI 600 pg/mL para S.
mutans) fue sometida a un proceso de fraccionamiento cromatografico en una
columna abierta (6 x 60 cm) empacada con 85 mL de gel de silice como
adsorbente y como eluyente mezclas de hexano, acetato de etilo y metanol en
polaridad creciente. El fraccionamiento fue monitoreado por cromatografia en capa
fina, como resultado del fraccionamiento secundario se obtuvieron 72 fracciones
de 250 mL cada una, reuniéndose aquellas que mostraron similitud cromatogréafica
obteniéndose un total de 13 fracciones combinadas (F002-1 — F002-13) (Tabla 6).
El Diagrama 2 resume el proceso de fraccionamiento secundario de la fraccion
F002.

Tabla 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de la
fraccion FO02.

Sistema de elucién \ Fracciones reunidas Clave asignada

Hexano F1-F5 FO02-1
Hexano: Acetato de F6-F7 FO02-II
etilo F8-F9 FOO02-I1
F10-F13 FO02-IV
F14-F17 F002-V
F18-F29 FO002-VI
F30-F45 FO02-VII
F46-F48 F002-VII
F49-F50 F002-1X
F51-F55 F002-X
F56-F62 FO02-XI
F63-F65 FO02-XI1l
Metanol F66-F72 FO02-X11
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’ Fraccion CH,CI, F002

Cromatografia en columna.

Silica gel

Hexano— AcOEt — MeOH

RN

!

Bo (po (pu (pw | pv v

\ Mezcla &cido ursélico y

oleandlico

!

l Vil

!

lIX

||

X x

l Acido Corosélico

|

R

Diagrama 2. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto metandlico del

nispero.
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4.4 4 Obtencion y purificacion de los triterpenoides a partir de las
fracciones F002-VIy FO02-X.
4.4 4.1 Obtencién de la mezcla acido ursoélico y oleanélico (FO02-VI).

A partir de la fraccion secundaria FO02-VI precipito un solido de color blanco, el
cual fue separado por filtracion al vacio y sometido a multiples recristalizaciones
utilizando como disolventes metanol y hexano. EI compuesto FO02-VI se aisl6
como un solido blanco soluble en una mezcla de diclorometano-metanol en
caliente y en piridina. La estructura de los compuestos se establecié con base en
la comparacion de los datos espectroscépicos con aquellos reportados en la
literatura como una mezcla de acidos ursolico y oleandlico (Figura 12 y Figura 13)
(Seebacher et al., 2003). La Figura 10 muestra la estructura quimica de los acidos

ursolico y oleandlico.

N
24 23 24 23

Acido ursdlico Acido oleandlico

Figura 10. Estructura quimica del acido oleandlico y del acido ursdlico.

En la Figura 11 se muestra el espectro de masas, en la Figura 12 el espectro de
RMN - *H y en la Figura 13 el espectro de RMN-'3C de la mezcla de &cido ursélico

y oleandlico.
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Figura 12. Espectro de RMN-'H de la mezcla acido ursélico y oleanélico (400
MHz, Piridina-ds).
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Figura 13. Espectro de RMN-'3C de la mezcla de &cido ursélico y oleandlico (400
MHz, Piridina-ds).
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4.4 .4 2 Obtencion del acido corosolico (FO02-X).

Por otro lado, de la fraccidon secundaria FO02-X precipité un sélido de color blanco
el cual fue separado por filtracion al vacio y sometido a mdultiples recristalizaciones
y por ultimo dos lavados con hexano. El solido fue identificado como acido
corosolico (Figura 14) por comparacion de sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas con las reportadas previamente en la literatura (Norihiro et al.,
2005).

El compuestos F002-X, se aisl6 como un sélido blanco soluble en piridina. La
estructura molecular del compuesto se establecidé con base a los espectros de
RMN (Figura 15 y Figura 16). En esta ultima el ibn molecular se encuentra en una
relacion masa carga de m/z 495 [M+Na]*. NMR-'H (Piridina-ds, 400 MHz) & (ppm):
0.86 (3H,d, J=6.4Hz), 0.96 (3H, s), 0.99 (3H, d J=6.2 Hz), 1.08 (3H, s), 1.13 (3H,
s), 1.24 (3H, s), 1.27 (3H, s), 2.70 (1H, d, J=11.0Hz, H-18), 3.32(1H, d, J=9.1Hz,
H-38), 4.1 (1H, m, H-2B) ,5.5 (1H, br). RMN-*3C (Piridina-ds; 400 MHz) & (ppm):
179.86 (C-28), 139.29 (C-13), 125.55 (C-12), 85.42 (C-3), 68.20 (C-2), 55.53 (C-5),
53.52 (C-18), 48.02 (C-17), 47.99 (C-1), 47.81 (C-9), 41.85 (C-14), 39.47 (C-20),
39.40 (C-19), 39.16 (C-4), 39.06 (C-8), 38.17 (C-10), 37.43 (C-22), 32.84 (C-7),
31.07 (C-21), 28.63 (C-23), 27.95 (C-15), 23.90 (C-27), 23.54 (C-16), 23.37 (C-11),
21.39 (C-30), 18.49 (C-6), 17.47 (C-29), 17.35 (C-26), 17.18 (C-25), 16.97 (C-24).

N\
24 23

Figura 14. Estructura quimica del acido corosdélico.
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En la Figura 15 se muestra el espectro de RMN - *H y en la Figura 13 el espectro
de RMN-*3C del &cido corosélico.
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Figura 15. Espectro de RMN-'H del &cido corosdélico (400 MHz, Piridina-ds).
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Figura 16. Espectro de RMN-"3C del 4cido corosélico (400 MHz, Piridina-ds).
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4.5 Efecto de los compuestos puros sobre el crecimiento de la bacteria S.

mutans

La determinacién del potencial antibacteriano del extracto se realizo mediante el
meétodo de microdilucion en placa de 96 pozos y siguiendo la metodologia descrita
Rivero y colaboradores (2008). En la Tabla 7, se muestran las CMI para el

extracto integro y los compuestos puros.

Tabla 7. Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) del extracto y las fracciones

de E. japonica para S. mutans.

Fraccion CMI
Extracto metanodlico 916.6 ug/mL
F002 600 pug/mL
F002-VI 57.3 pg/mL
F002-X 125 pg/mL
CHX 1.2 ng/mL

Con base en los resultados de los CMIs, se puede concluir que los compuestos
aislados poseen una actividad antibacteriana moderada sobre la bacteria
patdgena S. mutans. Al comparar la actividad obtenida para el extracto y los
compuestos con el antibiético comercial utilizado como control positivo, se observa
qgue el gluconato de clorhexidina presenta una concentracion minima inhibitoria

menor a la de los terpendides aislados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, la especie E. japonica se utiliza para tratar diversos trastornos
entre los cuales podemos destacar aftas, amigdalitis, dispepsia, gastralgia,
gingivitis, fiebre alta (Argueta et al., 1994; 2009), enfermedades de piel, flemas,
bronquitis cronica, enfermedades respiratorias cronicas (Atsuhide et al., 2004),
trastornos gastrointestinales (Liang et al., 1990; Lee et al., 2004), para regular la
presion arterial y como tranquilizante (Keller et al., 2006). Ademas, se le han
descrito propiedades como antitusivo, expectorante, antiinflamatorio, astringente
(Atsuhide et al., 2004; Delucchi et al., 2010), antitumoral, efecto hipoglucemiante
(Tanaka et al., 2008), y contra el cancer (Hideyiki et al., 2000).

La alta incidencia de padecimientos infecciosos en México y los reportes previos
sobre el uso de extractos del nispero como antimicrobiano, asi como su uso para
el tratamiento de trastornos de la cavidad oral, hacen de esta especie un buen
candidato para su estudio. Cabe mencionar que en México no se han realizado
estudios conducentes para determinar la actividad de los extractos derivados de
las hojas sobre el crecimiento de bacteria cariogénica, motivo por el cual, fue

seleccionada esta especie para su estudio.

El bioensayo utilizado para cuantificar la actividad antibacteriana del extracto
metanalico del nispero sobre el crecimiento de la bacteria patdégena de la cavidad
oral Streptococcus mutans fue el de microdilucién en placa de 96 pozos y la
metodologia estandarizada en el laboratorio (Rivero, 2008). Los resultados
obtenidos indican que el extracto del nispero inhibe el crecimiento de la bacteria

seleccionada con concentraciones minimas inhibitorias de 916.6 pug/mL.

Con base en estos resultados, se decidid continuar con un estudio biodirigido del
extracto metandlico del nispero con la finalidad de aislar los compuestos

responsables de la actividad antibacteriana encontrada.
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El extracto metanodlico se sometid a una particion con disolventes de diferente
polaridad. De este fraccionamiento se obtuvo la fracciona activa FO02 (CMI de 600

ug/mL para la bacteria cariogénica S. mutans).

La fraccion FO02 fue sometida a un proceso cromatografico en columna abierta,
utilizando como absorbente gel de silice y mezclas de hexano-acetato de etilo-
metanol en diferentes proporciones. Este proceso permitié aislar los terpendides,
acido corosdlico y una mezcla de acido ursdlico y oleandlico. Estos compuestos

fueron caracterizados espectroscopicamente y espectrométricamente.

La mezcla de &cidos triterpénicos se evalud con la finalidad de determinar su
efecto sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica S. mutans y los resultados

obtenidos indican que posee una concentracion minima inhibitoria de 57.3 pg/mL.

Por otra parte, es importante mencionar que al triterpeno, acido oleandlico (AO) se
le han descrito propiedades como antihepatotoxico, antiinflamatorio, cardioténico,
diurético, hepatoprotector, efecto cardioténico (Garcia-Granados, 2005),
anticariogénico, antitumoral (Jie et al., 2002), antihipertensivo, hipoglucemiante,
antioxidante (Somova et al, 2003), antihiperlipidemico (Liu et al., 1995), antiulceros
(Wrzeciono et al., 1985), analgésico, antiinflamatorio y sedante (Honda et al.,
2000). Ademas, ha sido probado con éxito como agente artereoesclerético en
animales de experimentacion (Parfent'eva et al., 1980; Vasilenko et al., 1982).
Otros estudios reportan que este triterpendide protege contra la hepatotoxicidad
producida por paracetamol, cadmio, bromobenceno, tioacetamida, furosemida, D-
galactosamina, endotoxinas y colchicina (Liu et al., 1995). Efecto antitumoral,
demostrando que las etapas de iniciacién y promocion tumoral son inhibidas por el
acido oleandlico, este efecto es aun mas notable en la etapa de promocion (Liu et
al, 1995). Actividad antimicrobiana, y un amplio espectro de actividad antifungica
especialmente contra la cepa de Candiah glabrata (Liu et al, 1995).

Otras investigaciones, reportaron los efectos inhibidores del acido oleandlico sobre

el edema inducido por carragenina en la pata de la rata (Liu et al, 1995). Los
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efectos antiinflamatorios del AO también fueron confirmados en estudios
posteriores (Takagi et al., 1980; Dai et al.,, 1989a). Por otra parte, tiene efecto
hiperlipidémico ya que experimentos en ratas con 4cido oleandlico (50 mg / kg, via
oral durante 9 dias), disminuye los niveles elevados de colesterol en la sangre y
los niveles de lipoproteinas de méas de un 40% (Singh et al., 1992).

Por dltimo, es importante mencionar que el AO ha demostrado tener actividad
antimicrobiana, tales como la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus
y organismos Gram-negativos (Zaletova et al., 1986). Este triterpeno se ha aislado
previamente de especies vegetales como Aralia chihensis L. (Liu et al., 1994b),
Beta vulgaris L. (Yabuchi et al., 1988), Calendula officinalis L. (Favel et al., 1994)

y Ganoderma lucidum Karst. (Hada et al., 1990).

Con respecto, al triterpendide &cido ursdlico (AU) este presenta actividad
antiinflamatoria (Reyes, 2009), anticancerigena, antioxidante, antihiperlipidico,
efecto hipoglucemiante, antimicrobiano, antitumoral (Jie et al., 2002), antiaritmica,
antiulcerosa, diurético y analgésica (Somova et al., 2003). Por otra parte, el AU
inhibe el crecimiento de lineas celulares tumorales entre las cuales se pueden
mencionar las de colon, mama, higado, préstata y leucemia (Catherine, 2011).
Estudios previos demuestran su accién antiinflamatoria ya que inhibe las vias de la
ciclooxigenasa, la 5-lipoxigenasa y la elastasa de los leucocitos humanos (Alcalde
et al., 2004).

Por otra parte, a partir de la fraccion FO02 se aislo el compuesto FO02-X (&cido
corosolico), como un polvo blanco, el cual se caracterizo siguiendo una estrategia
similar a descrita para la mezcla de &acidos triterpénicos. El efecto sobre el
crecimiento de S. mutans se evalud y la concentracion minima inhibitoria fue de
125 pg/mL.

El triterpeno &cido corosélico (AC) presenta propiedades antiinflamatorias
(Yamaguchi et al., 2006), efecto hipoglucemiante, el cual se demostré observando

un aumento de la translocacion de GLUT4 en musculo del ratén; promoviendo el
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metabolismo de la glucosa y reduciendo la resistencia de la insulina; ya que actua
como un sensibilizador de la insulina mejorando la fosforilacion del receptor de
insulina B indirectamente mediante la inhibicion de ciertas proteinas de tirosina
(Shi et al., 2008).

Estudios previos reportan que el AC puede mejorar la hipertension arterial, el
metabolismo lipidico anormal, el estrés oxidativo y el estado inflamatorio en un
modelo animal con sindrome metabdlico en ratas. Dicho lo anterior, el triterpeno
puede prevenir la arterosclerosis inflamatorias (Yamaguchi et al., 2006). Cabe
mencionar que el AC muestra potente actividad citotoxica contra varias lineas
celulares de cancer humano (Ahn et al., 1998). Este terpeno se ha aislado
previamente de especies vegetales como la Lagerstroemia speciosa L.
(Fukushima et al., 2006), Syzygium cumini (Wen et al.,, 2005) y Crataegus
pinnatifida (Ahn et al., 1998).
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico del extracto metandlico preparado a partir de las
hojas de E. japonica, permitio el aislamiento y caracterizacién del &cido

corosolico y una mezcla de acido ursolico y oleandlico.

La informacién cientifica generada en esta investigacion representa una
contribucion original al conocimiento quimico y biolégico de la especie
Eriobotrya japonica que es ampliamente utilizada en la medicina tradicional

para el tratamiento de infecciones.

El efecto antibacteriano que presenta el extracto integro preparado a partir
de las hojas del nispero, y el uso de la especie para el tratamiento de
infecciones, sustenta de manera preliminar y parcial, la eficiencia de la

especie en las practicas medicas populares.

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto preparado a partir de las hojas
del nispero, permiti6 establecer los compuestos antibacterianos
mayoritarios de la especie.
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7. PERSPECTIVAS

« Continuar el estudio de las fracciones secundarias de las hojas de
Eriobotrya japonica, que no lograron ser analizadas en el presente

proyecto, con la finalidad de aislar y purificar otros compuestos minoritarios.

« Determinar la actividad antibacteriana de otros compuestos presentes en
las hojas de E. japonica contra la bacteria cariogénica Streptococcus

mutans.
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