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CAPITULO |

1. Introduccién

El uso de plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia.
Los primeros herbolarios datan de la época de los asirios, los babilonios y los
fenicios y constituyen una recopilacion de los conocimientos de la época sobre las
propiedades curativas de las plantas. Desde el afio 3.000 a.C. hasta nuestros
dias, hay numerosas referencias y escritos como el famoso papiro egipcio de
Ebers (cerca de 1.500 a.C.) que contiene muchas preparaciones medicamentosas
a base de vegetales (Micheli et al., 2009). México, por su ubicacién geogréafica
privilegiada, abunda en ecosistemas, en los que encontramos 30 tipos de
vegetacion y aproximadamente 30 000 especies, de las cuales escasamente hay
cerca de 20 000 estudiadas; de ellas, 3 000 son medicinales y solamente el 10%

de éstas se ha estudiado desde el punto de vista farmacolégico (Waizel, 2009).

Psidium guajava es una planta nativa del Continente Americano que
pertenece a la familia Myrtaceae; sus hojas poseen alto porcentaje de taninos y
glucésidos cardiacos (Kaneria et al., 2011), asi como un aceite esencial rico en
cariofileno, nerolidiol, 3-bisaboleno, aromandreno y para-selineno. Por otra parte,
se han detectado el beta-sitosterol y los &cidos oleandlico, ursélico, categodlico y
guayavalico. Por otra parte, taninos derivados del &cido elagico y los flavonoides
guercetina y quercetin-3-arabindsido. En la raiz se han detectado leucocianidinas,
esteroles y acido galico. El fruto es rico en vitamina C (Biblioteca Digital de la

Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Estudios etnofarmacoldgicos de la especie vegetal Psidium guajava L.,
describen su uso para diversos padecimientos y se le han atribuido propiedades
tales como: antiinflamatorias, antihipertensivas, analgésicas, antigenotoxicas,
hepatoprotectoras, antipiréticas, antidiarreicas, antitusivas y antibacterianas entre otras

(Aguilar et al., 1994; Pérez et al., 2004; Jayakumari et al., 2012). Los flavonoides derivados
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de la quercetina (avicularina, guaijaverina, isoquercetina, hiperina) contenidos en
las hojas de Psidium guajava son hidrolizados en el cuerpo a la aglicona
guercetina, responsable de la actividad espasmolitica de las hojas (Metwally et al.,
2010).

Asi mismo, es importante sefalar que enfermedades bucodentales, tales
como caries dental y periodontitis, son un problema de alcance mundial y se
presenta con mayor incidencia y prevalencia en los grupos de poblacibn menos
favorecidos, lo cual constituye un problema de salud publica. Es por eso que, en
paises en vias de desarrollo afectan del 60% al 90% de la poblacion y la atencién
odontoldgica curativa tradicional representa una importante carga econémica para
muchos paises de ingresos altos, donde el 5%-10% del gasto sanitario publico
guarda relacion con la salud bucodental (De la Fuente et al., 2008; OMS, 2010).
La caries dental se caracteriza por la colonizacion de microorganismos, siendo
Streptococcus mutans el principal agente etioldgico conocido, en la superficie
dental y formacion de placa dentobacteriana que ocasiona desmineralizacion del
diente (Jass et al., 2003).

Uno de los factores de virulencia de Streptococcus mutans es la sintesis de
glucanos y fructanos a partir de la sacarosa, por medio de enzimas como
glucosiltransferasas (GTF) y fructosiltransferasas (FTF), los cuales ayudan a la
adhesidén y proteccion de éste agente patdgeno (Prabu et al., 2005).

La placa dental tiene como origen la formaciéon de una biopelicula en la
superficie dental y representa en una compleja comunidad bacteriana embebida
en una matriz de polimeros. Esta pelicula de exopolisacaridos (EPS) permite
interacciones sinérgicas entre bacterias, incluso de diferentes especies, asi como
proteccion ante cambios en el entorno (De la Fuente et al., 2008; Hwang et al.,
2006).




&=

Estudios fitoquimicos previos reportan que la avicularina posee actividad
antimicrobiana contra Streptococcus mutans; es un flavonoide que favorece la
agregacion de la bacteria al disminuir su hidrofobicidad y disminuyendo su
capacidad de adhesion, sin embargo pocos estudios se han realizado para
determinar el efecto de los extractos y flavonoides de Psidium guajava sobre
desarrollo de las biocapas por la bacteria (Razak et al., 2006; Biblioteca Digital de
la medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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CAPITULO II

2. Antecedentes.

La salud bucal es un elemento determinante y fundamental de la salud
integral de un individuo y un indicador de su estado es el indice de caries dental
(Ortega et al., 2007), la cual es una enfermedad que figura entre las enfermedades

principales que afectan la cavidad oral (De la Fuente et al., 2008).

La caries se forma a través de una interaccién compleja entre el tiempo de
produccion de &acido de la bacteria y los carbohidratos fermentables, y otros
factores incluyendo los dientes y la saliva. El riesgo de caries incluye factores
fisicos, biologicos, ambientales, socio-econémicos, asi como un gran numero de
bacterias criogénicas, flujo de saliva inadecuado, exposicion insuficiente de flaor,

higiene dental deficiente, alimentacion (Seltwiz et al., 2007).

2.1 Lacaries.

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas cronicas mas
prevalentes y ubicuas desde los principios del hombre y se considera como una
enfermedad infecciosa resultado de la intervencién de factores cédmo la dieta,
factores genéticos, edad, microbiota, habitos de higiene dental, entre otros
(Henostroza, 2005).

Por otra parte, los cambios tempranos en la dentina no son detectados por
métodos clinicos tradicionales o radiografias. La enfermedad es inicialmente
reversible y puede erradicarse en cualquier etapa, aun si la dentina o el esmalte

son destruidos, mientras que la biocapa sea removida.

La caries consta de la desmineralizacion localizada y progresiva de los
tejidos duros del diente, esmalte y dentina, estructuras que progresivamente se
romperan formando cavidades (Deshpande et al., 2012). Esta erosi6on dental se
debe al atague quimico de acidos de la dieta cdmo el acido citrico, fosforico,
malico, ascorbico, tartarico, carbénico y oxdalico que se encuentran en frutas,

verduras, bebidas y vinagre; asi mismo por acidos del medio producidos por las
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bacterias que conforman la placa dental, por medio del metabolismo anaerdbico
de los azlUcares de la dieta (Moynihan, 2005). Las sefales de la
desmineralizacién se ven en los tejidos dentales duros, pero el proceso de ésta
enfermedad se inicia desde la biocapa bacteriana (placa dental) que recubre la
superficie dental (Seltwiz et al., 2007).

En la cavidad oral reside la flora bacteriana normal, éste conjunto de
microorganismos constituyen la placa dental o biocapa en la cual se encuentran
aproximadamente 700 especies de bacterias (Dong et al, 2012). Los
microorganismos de la placa dental pueden llegar a colonizar y comportarse como
bacterias oportunistas, si el medio oral y las condiciones son favorables. Las
bacterias principales asociadas a la formaciéon de placa dental y responsables de
iniciar la caries dental son Streptococcus mutans, S. mitis, S. salivarious, S.
sanguis y Lactobacillus acidophilus y Actynomicetes (Thomspon et al., 2011,
Deshpande et al., 2012).

2.1.1 Patogénesis

La caries dental resulta de las interacciones entre el tiempo en el que la
bacteria produce acidos, el sustrato que la bacteria puede metabolizar y otros
factores que incluyen al diente y la saliva. Resulta del desbalance ecoldgico en el

equilibrio fisiol6gico entre los minerales del diente y la biocapa microbiana oral.

Los mecanismos del proceso de la caries son similares para todo tipo de
caries. Bacterias enddgenas (Streptococcus mutans, S. sobrinus y Lactobacillus
sp) en la biocapa producen acidos organicos débiles como resultado del
metabolismo de carbohidratos fermentables. Estos acidos ocasionan que los
valores de pH disminuyan a valores criticos resultando la desmineralizaciéon de
tejido dental. Si la difusion de calcio, fosfato y carbonato fuera del diente continua,
eventualmente habra formacion de cavidad. La desmineralizacion se puede
revertir en sus etapas tempranas a través del consumo de estos componentes. El
flor actia como catalizador de la difusién de calcio y fosfato al diente, con lo que
se remineralizan las estructuras cristalinas de la lesion. Las superficies cristalinas

reconstruidas, compuestas por hidroxipatita fluoridatada y fluoropatita, son mas
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resistentes al ataque de acido que la estructura original (Diagrama 1). El proceso
de desmineralizacion y remineralizacion toma lugar frecuentemente durante el dia
en la mayoria de las personas. La remineralizacion es frecuente, especialmente
cuando el pH de la biocapa es restaurado por la saliva, que actia como

amortiguador de pH.

Biocapa bacteriana
+
Carbohidratos

1L

Produccion de acidos

I

Esmalte dentario Desmineralizacidn
saludable

—

Caries dental

Remineralizacion

I

Ca®*
PO, ¥
=

il

-Saliva
-Fuente de Floururo
-Control de placa
Modificacion de diets

—_—

Diagrama 1. Proceso de la caries como flujo regular de desmineralizacién

(destruccidn) y remineralizacion (reparacion). Adaptado de Seltwiz et al., 2007.

2.1.2. Streptococcus mutans en la caries dental.

El género Streptococcus, pertenece a la familia Streptococcoceae. Son
cocos Gram positivos que tienen la caracteristica de asociarse en parejas o
cadenas cortas o largas. Streptococcus mutans pertenece al grupo viridans y
presenta alfa-hemolisis, no posee capsula y sus fimbrias son poco prominentes.
En 1924, Clarke identific6 a Streptococcus mutans en la caries e introdujo el
concepto de sucesion microbiana que no es mas que la incorporacion de grupos

o complejos microbianos que modifican sus caracteristicas cuando estan en grupo
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(Clarke, 1924). En la Tabla 1 se indica los sitios de colonizacion de la cavidad oral
en funcién de la especie o grupo del género Streptococcus.

Tabla 1. Microorganismos que colonizan los diferentes sitios de la cavidad oral.

Especie Streptococcus S. mutans, S. S. S. mitis, S. S. mitis, S S. sanguis,
pneumoniae S. mitis, vestibularis  salivarious, S. salivarious, anginosus. S. mitis,
S. mitis, anginosus S. mitis S. mutans.
S. S.
anginosus anginosus

(Guillaume, et al., 2011).

El género Streptococcus agrupa seis especies (S. anginosis, S.bovis, S.
mitis, S. pyogenes, S. mutans y S. salivarius), de acuerdo a las secuencias de su
ARN ribosmal 16S (Guillaume, et al., 2011). Streptococcus mutans se caracteriza
por se un coco Gram positivo, a-hemolitico, anaerobio facultativo y perteneciente
al grupo Viridans. Streptococcus mutans es altamente cariogénico por su
acidogenicidad al producir &cidos carboxilicos de cadena corta los que son

capaces de disolver los tejidos duros dentales (Deshpande et al., 2012).

El nombre de éste grupo se debe a que las células bacterianas poseen
capacidad de perder su forma de cocos y a menudo aparecen como bacilos cortos
0 coco-bacilos. Los serotipos (A-H) se deben a sus antigenos de pared celular. El
serotipo C es el mas encontrado en la cavidad oral humana (en un 70-80%),
seguido por el serotipo E (aproximadamente un 20%), mientras que los serotipos F
y K son menos frecuentes (menos del 5%). La composicion de los polisacaridos de
los antigenos para cada serotipo ha sido reportada, estos polisacaridos consisten
en una combinacioén de glucosa, ramnosa y galactosa. Para los serotipos C y E
los polisacaridos consisten en combinaciones de glucosa y ramnosa (Guillaume et
al., 2011).
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2.1.2.1 Factores de virulencia de Streptococcus mutans.

Para establecerse dentro de la cavidad bucal, los microrganismos deben
adherirse a la superficie dental o a la mucosa, en éste proceso se encuentran
involucradas las moléculas de adhesion (polisacaridos, acidos lipotectoicos,
lectinas, glucosiltransferasas), presentes en la superficie celular o asociados a sus

estructuras celulares como las fimbrias y capsulas( Guillaume, et al., 2011).

Conjuntamente, éstas bacterias fermentan sacarosa por accion de enzimas
glucosiltransferasas (GTF’s) y como resultado de ese metabolismo producen
polisacéaridos extracelulares insolubles que potencian su adherencia al diente y

promueven la formacion de biocapa (Deshpande et al., 2012).

Recientemente, se ha demostrado que S. mutans posee una feromona
peptidica en el sistema de “quorum-sensing”; ésta hormona asi como una histidina
cinasa, son componentes de un mecanismo regulatorio que induce competencia
genética y le permite actuar mas eficientemente a la bacteria en la biocapa que de

forma plancténica (Van Der Ploeg, 2005).

2.1.2.2. Glucosiltransferasas.

En general, los microorganismos de la cavidad oral requieren polisacaridos,
que son constituyentes importantes de la biocapa para su colonizacion eficiente
sobre superficies de la cavidad oral. Streptococcus mutans puede sintetizar éstos
polisacaridos usando GTFs que pueden utilizar sacarosa como Unico sustrato y
catalizan la transferencia de sacarosa a la cadena de glucano llevando a la
sintesis de glucano insoluble con un 93% de enlaces a-(12>3) y 7% de enlaces a-
(1->6) (Taechowisan et al., 2008).

Streptococcus mutans puede sintetizar tres tipos de GTFs (GtfB, GtfC y
GtfD) que son codificadas por los genes gtfB, gtfC y gtfD, respectivamente. GtfB
es el principal responsable de producir enlaces glucosidicos a-(1-2>3) cuyos
polisacéaridos resultantes son insolubles en agua, mientras que los GtfD produce
los enlaces glucosidicos (1->6), cuyos polisacaridos son solubles en agua. GtfC
produce ambos, por lo que es universalmente aceptado que GtfB y GtfC son




©

factores de virulencia criticos en el inicio de caries (Dong, et al., 2012). La GTF
posee un dominio C-terminal de unién a glucano que puede funcionar también
como receptor de glucanos (Roushdy, 2009) y posee otro dominio que es el
dominio catalitico en el N-terminal. Otros estudios han reportado que la interaccion
entre amilasa y las GTFs estreptococicas en la superficie de hidroxipatita cubierta
de saliva resulta en la reduccidn en su actividad enzimética y formacion de

glucanos (Chauduri et al., 2007).

Las GTFs secretadas por S. mutans se encuentran en la saliva humana y
estan incorporadas en la biopelicula formada en la superficie dental. La accion de
las enzimas GTFs conlleva dos pasos: la hidrélisis de la sacarosa a fructosa y
glucosa y la transferencia de residuos glucosil a la forma de glucanos (Guillaume
et al., 2011).

2.1.3. Placa dental.

La cavidad oral es colonizada por algunas bacterias Gram positivas. Se ha
demostrado que algunas bacterias como E. faecalis y S. mutans incrementan sus
capacidades adaptativas a condiciones adversas y exhiben aumento en la
resistencia a tratamientos (Deng et al., 2009).

Las colonias de bacterias que residen en los dientes son encapsuladas en
una matriz organica de polisacéaridos, proteinas y ADN secretado por las células y
provee proteccion a la desecacién y proporciona potenciacién de resistencia a
agentes antimicrobianos (Seltwiz et al., 2007). En general, las bacterias de la
cavidad oral requieren polisacaridos, que son componentes importantes de la

biopelicula, para una eficiente colonizacién.

El biofilm o biopelicula, se define como comunidad de microorganismos
adheridos a una superficie. Este puede contener una sola especie de bacterias, o
diversas y se pueden aglomerar tanto en superficies bidticas como abioticas. Las
bacterias inician el desarrollo de la biopelicula en respuesta a un cambio

especifico en su entorno, por ejemplo la disponibilidad de nutrientes.
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Dos propiedades son comunmente asociadas a la biocapa bacteriana,
incremento la sintesis de EPS y el desarrollo de resistencia a antibiéticos, éstas
caracteristicas surgen para crear un ambiente protector para las bacterias. La
biocapa puede generar otras propiedades, como incremento a la resistencia a la
luz UV, incrementa el intercambio genético, altera las capacidades
biodegradativas e incrementa la produccion de metabolitos secundarios (O’Toole
et al., 2000).

La interaccion entre estreptococos y las moléculas retenidas en el esmalte
dentario juega un papel importante en la colonizaciobn temprana, agregacion y
formacion de biopelicula. S. mutans posee proteinas de superficie que son los
antigenos PAc, Ag I/ll, B, P1, Spa-P y MSL-1 de peso molecular aproximado de
190kDa, dichas proteinas interactian con los componentes salivares incluidos la

lisozima, amilasa, proteinas ricas en prolina y la aglutinina (Kentaro et al., 2010).

2.2. Psidium guajava

La guayaba, es una especie vegetal de gran importancia en la actualidad.
Esta distribuida en toda la franja subtropical y en algunas zonas subtropicales,
tanto de forma silvestre como comercial; es una de las 50 especies mas conocida
y consumida a nivel mundial. De hecho, la guayaba, se usa en el tratamiento de
méas de 40 padecimientos que afectan la salud de los mexicanos en diferentes

areas del pais (Marguina et al., 2008).

Es un arbusto o arbol que pertenece a la familia Myrtaceae, de 4 a I0
metros de altura, que posee una corteza lisa y de color café (Abreu et al., 2006).
Las hojas de Psidium guajava son duras, ovadas, con el reverso velloso y las
nervaduras realzadas. Las flores son solitarias, blancas o crema, olorosas y con
muchos estambres. Sus frutos son globosos, con olor fragante y la pulpa es de
color amarillo o rosa, con numerosas semillas (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).
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2.2.1. Constituyentes de las hojas de Psidium guajava.

2.2.1.1. Flavonoides

Son compuestos de bajo peso molecular formados por un esqueleto de
difenil pirano, formado por dos anillos de fenilos A y B, ligados por un anillo de
pirano C heterociclico (Figura 1). Tienen en su estructura un grupo variable de
hidroxifendlicos, que les confiere actividad antioxidante, capaces de quelar
metales como el hierro y otros metales de transicion. Las principales
caracteristicas para su funcién son la presencia de catecol en el anillo B, la

presencia de un doble enlace en la posicibn 2 y 3 y la presencia de grupos

hidroxilo en la posicion 3y 5 (Martinez et al., 2002).

3

Figura 1. Estructura general de un flavonoide.

2.2.1.1.1. Quercetinay sus glicosidos

Las estructuras quimicas de la quercetina y sus glicosidos aislados a partir

de la guayaba se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Quercetina y sus glicasidos aislados a partir de las hojas de guayaba.

Flavonoides aislados de hojas de

Psidium guajava
O OH
OH O o OR,
OR4

OH o]

Quercetina

Avicularina:

Quercetin3-O-Larabinofurandsido
Guaijaverina:

Quercetin3-0O-a-Larabinopirandsido
Isoquercetina:

Quercetin 3-O-3-D-glucésido
Hiperina:

Quercetin 3-O-3-D-galactésido
Quercitrina:
Quercetin 3-O-B-L-ramnsoido

Quercetin-3-0O-B-D arabinopiranésido

Quercetin 3-O-gentiobiosido

Quercetin 4’-glucuronido

2.2.1.1. 2. Otros flavonoides

|__
arabinofuranésido

L-
arabinopirandsido

B-D-glucosa

B-D-galactosa

B-L-ramnosa

B-D-
arabinopirandsido

gentobiosa

H

R,

Acido
glucurénico

Referencias

(Nantitanon y OKonogi
2012)
(Begum, 2002)

(Prabu et al., 2005)

(Nantitanon y OKonogi
2012)

(Metwally et al., 2011)

(Begum, 2002)

(Metwally et al., 2011)

(Nantitanon y OKonogi
2012)
(Metwally et al., 2011)

Otros flavonoides incluyen la morina, morin-3-O-a-lixopiranosido, morin-3-

O-a-L-arabinopiranosido, caempferol, naringenina,

galoilglucésido, luteolin-7-O-

glucosido y apigenin-7-O-glucésido (Park Byoung-Jae et al., 2011). Los tres

primeros presentan una notable actividad antibacteriana (Rattanachaikunsopon et

al., 2007).
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2.2.1.2. Taninos

Las hojas de Psidum guajava son ricas en:

a. amritoésido (acido elagico 4-gentiobiésido)

b. guavina B (estructura 1) y guavinas A, C y D (estructuras Il, Ill, IV,

respectivamente).

c. agentes antidiabéticos: isostrictinina (V), estrictinina (VI), pedunculagina (VII).

d. agentes antimutagénicos: (+)-galocatequina (un compuesto bioantimutagénico

en contra de la mutacion inducida por UV de E. coli).

e. casuarictina (Park Byoun-Jae et al., 2011).

Las estructuras de los taninos aislados de hojas de Psidium guajava se muestran

en la Tabla 3.
Tabla 3. Taninos aislados de hojas de Psidium guajava.

Taninos aislados de hojas de Psidium guajava
OH
HD.

J
rol ) ., OH

\ cln
1
HO' b

HY oH
v
R oH OH COCH,
\'_D—{'f QOH m—<_§;—0n
=
o \OH
R’ H
o]
HO S
B
e
HO l 0C—0-CHe
HON N0 0L m. (810G
| P Q OH
HO ] H
(V):R'= (8-0G,R2=R:=H OH
(VIl): R = OH, RZ ~ R2 = (S)-HHDP (hexahydroxydiphenoyl) Vi

Adaptado de Metwally et al., 2011

OH
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2.2.1.3. Terpenosl/isoterpenoides

a. Monoterpenos: 6xido de cariofileno, B-selineno, 1.8-cineoleo, a-pineno.
micreno , &-elemeno, d-limoneno, cariofileno, linalol, eugenol, B-bisabolol,
B-bisaboleno, B-sesquifelandreno, , Me 2-metiltiazolidina-4-(R)-
carboxilato(cis y  trans), etil-2-metil-tiazolidina-4-(R)-carboxilato,
aromadendreno, a- y B-selineno, epoxido cariofeleno, cayofiladienol, (E)-
nerolidol, Selin-11-en-4-a-ol.

b. Terpenoides (Tabla 4).
Tabla 4. Terpenoides aislados de hojas de guayaba.

Terpenoides aislados de hojas de Psidium guajava

R G~ J
R, /F%j\com H O@CH = CH—C0—0

R, R, R3 R4 Rs Re Referencias
Acido guavandico OH OH -CH; -CH; -CO- -CH; (Begum et al.,
CHs 2002)
Acido OH OH R -CH,4 H -CH,4 (Begum et al.,
guavacoumarico 2002)
Acido guajanoico -OCH3 R -CH; -CH; H -CH; (Begum et al.,
2004)
Acido ursélico H OH -CH3 -CHj H -CHj (Begum et al.,
2002)
Acido 2a- OH OH -CH, -CH, H -CH, (Begum et al.,
hidroxiursdélico 2004)
Acido maslinico OH OH -CH3 -CHj -CH3 H (Metwally et al.,
2011)
Acido asiatico OH OH -CH3 -CH,- H -CHj (Begumet al.,
OH 2002)
Acido jacoumarico OH R -CH; -CH; H -CH; (Metwally et al.,
2011)
Acido R OH -CH3 -CHj H -CHj (Metwally et al.,
isonericoumarico 2011)
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Tabla 4. Terpenoides aislados de hojas de guayaba (continuacion).

Terpenoides aislados de hojas de Psidium guajava
Acido He
guajavonico :

=

Guajavolida

ol il

Acido
guavendico

NO/,,"’

HO
S

$
HOH,C OH

Adaptado de Metwally, et al., 2011

2.2.2. Actividades bioldgicas de las hojas de Psidium guajava.

La infusion de hojas de guayaba se utiliza tradicionalmente para el
tratamientos gastrointestinales como diarreas (Biblioteca digital de la medicina
tradicional mexicana, 2012). Su corteza y frutos también se usan para el
tratamiento de diarrea y prevencion de diabetes (Arima et al.,, 2002). A
continuacion se listan las actividades que han sido reportadas para los extractos

de las hojas de Psidium guajava:
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2.2.2.1. Accioén antitusiva

Las hojas de guayaba se han utilizado para tratar problemas de tos y
enfermedades pulmonares. Estudios recientes indican que el extracto alcohdlico (8
pg/ml), el extracto de acetato de etilo (6pg/ml), el aceite esencial (16ug/ml) asi
como la quercetina ( 30pg/ml) producen una disminucién significativa en la
respuesta contrdctil de la trdquea aislada cobayo tratada con histamina (2ug/ml),
acetilcolina (1pg/ml) 6 serotonina (1pg/ml). Los extractos asi como el aceite
esencial poseen efectos relajantes en la trdquea aislada, y a altas dosis
probablemente pueden inhibir la contraccién ventricular del corazén (Metwally, et
al., 2011).

2.2.2.2. Actividad espasmolitica.

Estudios previos reportados en la literatura describen que el extracto de
hojas de guayaba posee actividad espasmolitica que es atribuida a su alto
contenido en flavonoides, en particular a la quercetina (las hojas de guayaba son
una fuente rica en glucésidos de quercetina que una vez que se ingieren son
hidrolizados por fluidos gastrointestinales a la aglicona quercetina). La quercetina
es un flavonoide que produce relajacién del ileon de cobayo previamente
contraido con KCI y también inhibe la contraccién intestinal inducida por Ca?*.
Otros estudios demostraron que el extracto alcoholico (4 pg/ml), la infusién acuosa
(8 ng/ml ), el extracto de acetato de etilo (6 pg/ml), el aceite esencial (16 pg/ml) y
la quercetina (30 pug/ml) producen un efecto relajante significativo del ileon de
cobayo e intestino de conejo pretratados con histamina (2 pug/ml). Por otra parte,
otro estudio demostré6 que el acido asiatico aislado a partir de las hojas de
guayaba demostré actividad espasmolitica dependiente de la dosis (10-500 pg/ml)
en contraccion espontanea del yeyuno de conejo (Begum S, 2002).

2.2.2.3. Actividad antibacteriana.

Un compendio de estudios previos sobre la actividad antibacterial del

extracto de hojas de Psidium guajava y sus fracciones se muestra en la Tabla 5.
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Los flavonoides morin-3-O-alfa-lixopiranésido y morin-3-O-alfa-L-arabopirandsido
poseen CMIs de 200 pg/ml para Salmonella enteritidis y 250 pg/ml contra Bacillus
cereus (Metwally et al., 2011).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de hojas de Psidium guajava.

Actividad antibacteriana de hojas de Psidium guajava

Extracto Actividad

Acuoso In vitro Staphylococcus aureus
B-Streptococcus grupo A
5 enterobacterias patégenas para el hombre
Salmonella paratyphi

In vivo Infeccion de Salmonella typhi en ratas Wistar

Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella
sonnel y Vibrio cholerae

Alcohdlico In vitro Neurospora crassa Yy otras 20 bacterias
clinicamente importantes
Etandlico 50% In vitro E. coli
Metandlico In vitro Staphylococcus aureus
B-Streptococcus grupo A
Cloroférmico In vitro Staphylococcus aureus
B-Streptococcus grupo A
Acetbnico In vitro Staphylococcus aureus
E. coli
Aceite esencial. In vitro Staphylococcus aureus

Salmonella sp
(Metwally et al., 2011; Jaiari et al., 1999; Pérez et al., 2008).

2.2.2.4. Actividad antidiarréica.

La actividad antidarréica representa el mayor uso de las hojas de la planta.
Esta propiedad puede ser explicada por sus notables actividades espasmoliticas,
antibacteriales y antiamoebicas (Lozoya et al., 2002). A continuacién se presentan
algunas de las propiedades descritas para las hojas de guayaba relacionadas con
este uso:
a) Se ha descrito que la quercetina reduce la permeabilidad capilar en la
cavidad abdominal.
b) El extracto alcohdlico de las hojas posee inhibicion de péptidos opioides
de la liberacion de acetilcolina en el ileon.
c) La administracion oral de extracto metandlico de las hojas reduce el
tiempo del transito intestinal y previene diarrea en raton.
d) En estudio reciente sugiere que la actividad antidiarréica se debe a la

inhibiciéon de la liberacién de calcio intracelular
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2.2.2.5. Actividad antidiabética, hipoglicémicay antihiperlipidémica.

Las hojas de guayaba han sido utilizadas con el propdsito del tratamiento
médico de diabetes mellitus durante afios.

a) Reduccion de glucosa postprandial en sangre: La administracion oral de
extracto etanodlico (50%) inhibe la hiperglicemia en ratas diabéticas. Los principios
activos fueron identificados como los taninos isostrictinina, estrictinina vy
pedunculagina. Por otra parte, una dosis oral de 250 mg/kg del extracto acuoso
demostré actividad hipoglicémica en ratas diabéticas (Metwally et al., 2011).

b) Inhibicion de la enzima a-glucosidasa. El extracto acuoso de las hojas de
guayaba demostré un efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa y disminuye
niveles de glucosa postprandial en sangre de en seres humanos con o sin
diabetes.

c) Mejora sintomas de diabetes, hiperlipidemia, hipercolesterolemia e
hipoadeponectinemia. Se ha mostrado que la ingestion consecutiva la infusién de
las hojas de guayaba en cada alimento mejora no solo la hipercolesterolemia sino
también hipoadeponectinemia y la hiperlipidemia en pacientes diabéticos y
prediabéticos, con o sin hiperlipidemia. Otro efecto observado es la disminucion de
los niveles de colesterol en sangre en sujetos con hipercolesterolemia o al borde
de la hipercolesterolemia (Chin-Shiu et al., 2011).

2.2.2.6. Actividad antioxidante.

El estrés oxidativo ocurre cuando la produccion de radicales libres excede
la capacidad antioxidante de la célula. La mayoria de los radicales libres son
especies reactivas de oxigeno como el hidroxilo, el anion superdéxido, o el peréxido
de hidrégeno, que puede causar un dafio crucial en compuestos celulares como
carbohidratos, lipidos, proteinas y ADN (Marquina, et al., 2010). Algunas
enfermedades como Diabetes mellitus promueven el estrés oxidativo. El fruto y
las hojas de Psidium guajava han sido descritos como una importante fuente de
antioxidantes. Gutiérrez y colaboradores (2008) atribuyen la capacidad
antioxidante de las hojas de Psidium guajava a los compuestos fendlicos que

contienen ya que poseen alto grado de captacion de radicales libes
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2.2.2.7. Otras actividades

En la Tabla 6 se indican otras actividades atribuidas a los extractos de las
hojas de Psidium guajava.

Tabla 6. Actividades de diferentes extractos de las hojas de Psidium guajava.

Actividad

Antifungica

Cardioprotectora

y sobre la
presioén arterial

Antiinflamatoria

Antimutagénica

Inhibicién de
transcriptasa
reversa
retroviral

Depresora del
sistema
nervioso central

Extracto

AcCuU0SO

AcCuU0SO

Aceite esencial y

extractos
acuoso,
alcohdlico,
metandlico y de
acetato de etilo

Acuoso y
metandlico

Metanolico

Acuoso y aceite
esencial

Contra Arthrinium sacchari MOO1 y
Chaetomium funicola M002

La actividad cardioprotectora se
atribuye al flavonoide quercetina y al
acido galico. Estudios previos
demostraron que la administracion
intraperitoneal del extracto de hojas de
guayaba reduce de forma significativa
la presion arterial en ratas sin afectar
el ritmo cardiaco a través de la
inhibicion de la liberacion de calcio
intracelular.

Se le atribuye a los sesquiterpenos
presentes en hojas de guayaba.

La (+)-galocatequina aislada de hojas
de guayaba presenta actividad
antimutagénico en contra mutaciones
inducidas por UV en E. coli.

El extracto de las hojas de guayaba
inhibe un 61% a la enzima
transcriptasa reversa retroviral a una
concentracion de 125 pg/mL.

El éxido de cariofileno y B-selineno
potencian el efecto de fenobarbital en
el tiempo de suefio en ratones.

Producen un efecto tranquilizante
moderado.

Referencias

(Metwally et al.,
2011)

(Metwally et al.,
2011; Garcia-
Conde et al.,
2003)

(Ojewole, 2006)

(Formica et al.,
1995; Metwally et
al., 2011)

(Metwally et al.,
2011)

(Metwally et al.,
2011)
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Tabla 6. Actividades de diferentes extractos de las hojas de

guajava. (Continuacion).

Actividad Extracto

Antinocioceptiva/ Acuosoy
. metanolico

analgésica

En lesiones Acuoso

gastricas

Posee  actividad  antinocioceptiva
dependiente de la dosis y se atribuye
efecto  antipirético al extracto
metandlico asi como actividad
analgésica a la infusién acuosa.

Ha demostrado efecto inhibitorio de la
secrecion de acido en modelo de
Ulcera gastrica inducido por aspirina

Psidium

Referencias

(Ojewole, 2006)

(Metwally et al.,
2011)
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CAPITULO 1l

3. Justificacién y objetivos.

En la actualidad, alrededor del 80% de la poblacién mundial depende del
uso plantas medicinales como alternativa terapéutica en multiples padecimientos.
Psidium guajava es una especie vegetal que ha sido estudiada durante afios y se
le han atribuido actividades antibacterianas, antifungicas y antioxidantes, entre
otras. Los estudios realizados utilizando como materia prima las hojas de la
guayaba han permitido el aislamiento de metabolitos activos y corroboran algunas
de los usos tradicionales de las hojas de la guayaba. Uno los usos que se
reportan con mayor frecuencia es para el tratamiento de enfermedades de la
cavidad oral asociadas a bacterias patégenas. Sin embargo, los estudios
conducentes a determinar la eficacia de las infusiones o extractos organicos sobre
la formacion de las biocapas por la bacteria cariogénica Streptococcus mutans son
escasos. En este sentido es importante mencionar que la formacion de las
biocapas por bacterias orales es un importante factor en el desarrollo de la
caries. El objetivo general es estudiar el efecto del extracto etandlico de Psidium
guajava sobre la formacién de la biocapa monoespecie por S. mutans.

Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

i. Aislar y purificar los compuestos mayoritarios a partir del extracto
etandlico de la especie Psidium guajava utiizando métodos

cromatograficos y de particion.

ii. Evaluar la actividad de los compuestos mayoritarios, asi como los
compuestos aislados, de la especie vegetal Psidium guajava sobre la

formacion de biocapa la bacteria cariogénica S. mutans.

iii. Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante

la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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CAPITULO IV

4. Parte experimental.
4.1. Procedimientos generales.

4.1.1. Andlisis cromatogréficos.

Los analisis de cromatografia en capa fina (CCF) se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas TLC
recubiertas con silica gel (60 Fzs4, Merck) de diversas dimensiones. Se
visualizaron bajo luz UV (A corta, 254nm y A larga, 365nm) y posteriormente
reveladas con vainillina sulfdrica 1% seguido de calentamiento (aproximadamente

110°C) hasta visualizacion completa de los compuestos.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizd sobre gel de silice
desactivada con sistema de elucion de polaridad creciente. La cromatografia en
columna en fase reversa (C18) se realizd utilizando una columna de mediana

presion (3.5 x 35.0 cm) y una bomba de mediana presion a un flujo de 1 mL/min.

4.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas vy

espectrométricas.

Los andlisis espectroscépicos 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 MHz) se realizaron en un
equipo Varian modelo VMRS. Los espectros de masas se registraron en un
Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) mediante introduccion directa a 70eV
(EM/IE). Los espectros se RMN se registraron utilizando CDCl;, CD3sOD vy
tetrametilsilano (TMS) como referencia y reportando los desplazamientos quimicos

en ppm.
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4.1.3. Material vegetal

Las hojas de Psidium guajava se recolectaron en una huerta ubicada en
Uruapan, Michoacan. Una muestra de referencia se guarda en el Laboratorio 111,

del Conjunto E de la Facultad de Quimica.
4.1.4. Ensayos bioldgicos

4.1.4.1. Microorganismo de prueba

Para poder determinar la actividad del extracto, fracciones y compuestos
aislados de las hojas de Psidium guajava sobre la formacién de biocapa se realizo
el ensayo biologico utilizando como microrganismo de prueba a la bacteria
cariogénica Streptococcus mutans. El medio que se utiliz6 para el crecimiento fue
caldo de infusion cerebro corazén (BHI). La metodologia utilizada siguio las

recomendaciones del NCLS.

4.1.4.2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Para determinar la actividad antibacteriana se llevé a cabo un ensayo de
microdilucién en placa estéril de 96 pozos. Los cultivos de cada microorganismo
fueron incubados durante 24 horas a 37 °C, posteriormente se centrifugaron a 10
000 rpm por 10 min, se llevaron dos veces con buffer de fosfatos 0.05M (PBS, pH
6.8) y se resuspendieron. La suspensién de células se ajustd utilizando un
espectrofotémetro y un estandar de McFarland. Cada pozo contenia 5x10°
UFC/mL de S. mutans, el compuesto de prueba en diluciones seriadas y el medio
de cultivo apropiado (BHI). Las muestras se realizaron por triplicado para cada
concentracion de prueba utilizando los diferentes controles como se muestra en la
Tabla 7. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C en una incubadora
Labnet 211DS.
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Tabla 7. Controles utilizados durante el ensayo biologico.

Control negativo con in6culo — 37°C
Blanco Sin in6culo — 37°C
Control positivo Gluconato de clorhexidina(CHX) 37°C

—: sin compuesto de prueba

El microorganismo S. mutans se incubd en condiciones aerobias, el
crecimiento se estimo espectroscopicamente (A ssonm) después de 24 y 48 horas

utilizando un lector de placas de Elisa.

El valor de CMI para el microorganismo analizado se defini6 como la
concentracion minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos de

0.05 Assonm- Utilizando como control positivo gluconato de clorhexidina.

4.1.4.3. Inhibicién de la formacién de biocapa de Streptococcus mutans.

Para realizar la determinacion del efecto de los extractos o sustancias de
prueba se siguioé la metodologia descrita por Hwang y colaboradores (2006). A
continuacion se describe brevemente el procedimiento realizado, en primer lugar,
se acondicionaron placas de 96 pozos con 200 pL de saliva artificial (1% mucina
en PBS). Posteriormente, se secaron al aire y se adicionaron 75 pyL de BHI (3%
sacarosa) y 25 pL de suspension celular 1x10® UFC/mL (S. mutans con una edad
de 24 horas), 50 uL de cada fraccion o compuesto (2mg/mL). Las placas se
incubaron en condiciones aerobias a 37°C por 72 horas. Posteriormente, la
formacion de las biocapas se cuantificO mediante el método de cristal violeta
siguiendo la metodologia descrita por Hwang y Rukayadi (2006). Brevemente, las
placas incubadas por 72 horas A 37°C, se lavaron dos veces con agua
desionizada, con la finalidad de eliminar las bacterias que no se adhirieron;
posteriormente, se elimind el agua y se agregé etanol a cada pozo, con el
propésito de fijar a las bacterias que si se adhirieron; se dejaron secar y
posteriormente a cada pozo se le adicionaron 200 uL de cristal violeta 0.4%, para
tefir las bacterias adheridas y se dejo reposar durante 45 minutos; una vez

transcurrido el tiempo, se lavd nuevamente con agua desionizada e
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inmediatamente se afadieron 200 pL de etanol al 95%, para decolorarlas;
después de 45 minutos, 100 pyL de cada pozo se transfirieron a una placa para leer
su absorbencia a 540nm en un lector de placas de 96 pozos. Se utiliz6 como
control positivo gluconato de clorhexidina y como control negativo con indculo y sin

tratamiento.

Se considera que el 100% de adhesion corresponde a la absorbencia de los
carriles que no fueron tratados con ningin compuesto y en base a ese resultado

se calcularon los porcentajes de cada compuesto.
4.1.5. Estudio quimico de las hojas de Psidium guajava

4.1.5.1. Preparacion del extracto etandlico.

El extracto de las hojas se preparé a partir de 539g de hojas secas y
molidas de Psidium guajava utilizando como disolvente 5 L de etanol al 96%. El
disolvente se dejé en contacto con el material vegetal por un periodo de 72 horas

y posteriormente, se filtrd y concentrd al vacio con ayuda de un rotaevaporador.

4.1.5.2. Fraccionamiento primario.

El extracto seco se someti® a un fraccionamiento primario utilizando el
método de particion liquido-liquido y metanol al 90% y hexano en proporcién 1:1
como disolventes. En la Tabla 8 se resume el proceso de fraccionamiento y los
pesos obtenidos para cada una de las facciones primarias.

Tabla 8. Fracciones primarias obtenidas.

Fraccion Peso (gramos)
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4.1.5.3. Fraccionamiento secundario.

La fraccion Fl (50g) se sometio a un fraccionamiento secundario utilizando
una columna abierta, gel de silice como adsorbente y como fases mdviles mezclas
de acetato de etilo:metanol con un gradiente de polaridad. Este proceso permitio
la obtencion de 27 fracciones secundarias, las cuales se combinaron utilizando
como criterio su similitud cromatogréfica para obtener 8 fracciones secundarias (A-
H).

Tabla 9. Resumen del fraccionamiento secundario.

Sistema de elucion Fracciones reunidas Clave Peso (g)

4.1.5.4. Fraccionamiento terciario.

La fraccion B someti6 nuevamente a cromatografia pero ahora en una
columna de fase reversa utilizando como eluyente agua:metanol (1:0 — 0:1) y un
flujo de 1.5 mL/min. El proceso permiti6 la obtencion de 47 fracciones. Estas
fracciones fueron reunidas segun su similitud cromatografica en 8 fracciones

terciarias.
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Tabla 10. Resumen del fraccionamiento terciario.

Sistema de elucidén Fracciones Clave Peso (9)
combinadas

4.1.5.5. Fraccionamiento cuaternario.

Una porcion de 1.227g de la fraccion B7 se resolvié sobre una columna de
fase reversa utilizando como fase movil metanol:agua (1:1). El proceso permitio la
obtencion de 32 fracciones. Estas fracciones fueron reunidas segun su similitud

cromatografica en 3 fracciones cuaternarias.

4.1.6. Obtencion de avicularina a partir de la fraccion activa B4

A partir de la fraccion B4 precipitd un solido amarillo el cual fue separado
mediante filtracion al vacio, con un rendimiento del 28.5%. Avicularina (1): RMN
'H (CDCls, 400 MHz): 8 7.53 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-2"), 7.50 (1H, dd, J= 8.4, 2.4 Hz,
H-6), 6.95 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5"), 6.40 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 6.20 (1H, d, J=2
Hz, H-8), 5.50 (1H, sa, H-1""), 3.49-4.34 (5H, m, pentosa). RMN **C (100 MHz): &
178.6 (C-4), 164.6 (C-7), 161.6 (C-5), 157.9 (C-9), 157.1 (C-2), 148.4 (C-4"), 144.9
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(C-3"), 133.5 (C-3), 121.7 (C-6"), 121.5 (C-1"), 115.4 (C-5'), 115.0 (C-2°), 108.1
(C-17), 104.2 (C-10), 98.5 (C-6), 93.4 (C-8), 86.6(C-4""), 81.9 (C-2°), 77.3 (C-37),
61.1 (C-57).

4.1.7. Obtencién de quercetina a partir de la fraccion B5

En la fraccion B5 se observé un precipitado amarillo el cual se separé
mediante filtracion al vacio con un rendimiento del 2.5%. El sélido fue identificado
como quercetina por comparacion de sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas con los reportados previamente en la literatura (Waver y
Zielinzka, 2001).
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Diagrama 2. Fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas de Psidium

guajava.

Hojas de Psidium guajava

Maceracion (Hexano +metanol 1:1)

Extracto etandlico

Fase acuosa (Fl) | Fase organica (Fll)

Cromatografia en columna de gel de silice

A B C D E F G

Cromatografia en fase reversa
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8

Cromatografia en fase reversa

B7-a B7-b B7-c
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CAPITULO V

5. Resultados y discusion.

La preseleccion de la especie Psidium guajava se realizé con base a su uso
en medicina tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos de origen
infeccioso, entre ellos los de la cavidad oral. Estudios previos realizados en
nuestro laboratorio (Sandoval, 2010) y reportes encontrados en la literatura (Prabu
et al., 2005) de ésta especie, indican que su extracto acuoso de las hojas de
guayaba inhibe el crecimiento de las bacterias Streptococcus mutans vy
Phorphyromonas gingivalis con concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) en un
rango de 125 a 1000 [lg/mL. Sin embargo, no se han realizado estudios
conducentes a determinar el efecto de estos extractos sobre la formacion de las
biocapas monoespecie formadas por esta bacteria cariogénica. Los ensayos
biolégicos preliminares de seleccion permitieron establecer que el extracto
etandlico de las hojas de P.guajava inhibia la formacién de biocapa de
Streptococcus mutans en un 61.3%. Con base en estas consideraciones se
eligieron las hojas de la guayaba como candidato para evaluar su efecto en la

biocapa formada por dicha bacteria.

5.1 Inhibicién de formacién de biocapas monoespecie por la bacteria S.

mutans.

La determinacion del efecto sobre la formacion de las biocapas
monoespecie por S. mutans se realizd siguiendo la metodologia descrita por
Hwang y Rukayadi (2006). En este método se considera como 100% de adhesion
la medida de la absorbancia del carril sin tratamiento y con base a este resultado
se calcula el porcentaje de adhesion para las sustancias de prueba. Por dltimo, es
importante mencionar que para calcular la actividad inhibitoria de los compuestos
sobre la formacion de las biocapas se consider6é que el 100% de adhesion

corresponde a 0% de actividad inhibitoria.
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Los ensayos iniciales incluyeron al extracto acuoso, las fracciones
resultantes de la cromatografia en columna abierta con silica y como control
positivo el gluconato de clorhexidina. Los resultados obtenidos indicaron que la
fraccion Il era la que presentaba la mejor actividad.

La fraccion Il se cromatografio en columna cerrada (3.5 x 35 cm) como
adsorbente silica gel C-18 y como eluyente metanol (Diagrama 1, parte
experimental), obteniendo 8 fracciones. Las fracciones obtenidas del
fraccionamiento secundario (B1-B8) se evaluaron utilizando la metodologia
descrita en el inciso 4.1.4.3. Como se puede observar en la Tabla 10, las
fracciones B5 y B7 fueron las que presentaron la mejor actividad con una
inhibicion de 78.26 y 82.10%, respectivamente y la fraccibn B4 tuvo actividad
similar a la avicularina control. En la Tabla 11 se resumen las fracciones obtenidas

y los resultados de la inhibicion de formacion de la biocapa por S. mutans.

Tabla 11. Actividad inhibitoria de formacion de las biocapas de las fracciones B1-
B8.

Avicularina (2.0 mg/mL) 74.13
Gluconato de clorhexidina (0.012%) 95.24
Infusion de las hojas de guayaba 61.3
Il 73.76

Bl 61.74

B2 65.29

B3 77.99

B4 74.10

B5 78.26

B6 73.55

B7 82.10

B8 63.36
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5.2 Aislamiento de la avicularina a partir de la fraccion B4.

A partir de la fraccion (fraccion activa) precipitdé un soélido amorfo color
amarillo, purificando el compuesto mayoritario mediante CCFP utilizando un
sistema de elucidbn AcOEt/ acido férmico/H,O (8:1:1). Este proceso permitio
obtener el flavonoide avicularina como compuesto activo, e identificarlo por
comparacion de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas
reportadas en la literatura (Pistelli et al., 1992). En la Figura 3 se muestra el
espectro de masas FAB modo negativo de la avicularina y en la Figura 4 los

espectros de resonancia magnética nuclear proténica (a) y de carbono trece (b).

Figura 2. Estructura del flavonoide avicularina aislado de las hojas de guayaba

32




©

100

95
90—

85—

80|

75+

70-

65—
60

55—

50|

45

40—
35
307

25+

20-

15+
104

w
NI

0

70

146

128 130

148

164
| Al
\

175

192

‘ 104 253 265 313
\ \

297

295
298

43
325 343 398 432 | i

433

4 446

473

561 596

50

100

150

200

\
250

300

350
m/z

400

450

500

Figura 3. Espectro de masas FAB modo negativo de la avicularina

I
550

600

33




©

2 5

7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50
ppm (t1) b)
o
2 6 ,
5 1 4 3 5
1 8
6
7 5
9 4oy
4 2 3 10

150 100
ppm (t1)

Figura 4. Espectro de resonancia magnética nuclear proténica (a) y resonancia
magnética nuclear de carbono trece (b) obtenidos para la avicularina.
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5.3 Efecto de la avicularina y la quercetina sobre la formacion de la biocapa

monoespecie por S. mutans.

El efecto de los flavonoides avicularina y quercetina sobre la formacién de
la biocapa monoespecie se realizdé siguiendo la misma metodologia que se
describe en la seccion 4.1.4.3. Los resultados obtenidos indican que la avicularina
inhibié un 74.13% la formacion de la biocapa monoespecie a una concentracion
de 2 mg/mL, mientras que el flavonoide quercetina la inhibié un 78.26% a una
concentracion de 4 mg/mL. Al comparar la actividad antibacteriana de la
avicularina con la obtenida para el control positivo gluconato de clorhexidina,
podemos apreciar que presentan una actividad similar (Tabla 11). Los resultados
obtenidos sobre la inhibicion de la biocapa por el flavonoide avicularina son
similares a los descritos por Prabu y colaboradores (2005) para el flavonoide

guaijaverina.
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CAPITULO VI

6.1 Resumen y Conclusiones

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto obtenido de las hojas Psidium
guajava permitié el aislamiento y caracterizacion de los flavonoides mayoritarios

identificados como avicularina y quercetina como componentes activos.

En el presente trabajo, se determiné la actividad de los flavonoides aislados
contra la formacién de biocapa de la bacteria cariogénica S. mutans, ya que la
formacién de dicha biocapa es un paso previo importante para el desarrollo de la

caries.

El extracto etandlico de las hojas de guayaba, sus fracciones y componentes
mayoritarios poseen efecto inhibitorio sobre la formacién de la biocapa monoespecie
de S.mutans; siendo las fracciones | y Il, asi como los compuestos avicularina y
quercetina, los de mayor actividad. El porcentaje de inhibicion de biocapa que
presentaron los flavonoides avicularina y quercetina fueron de 74.10% y 78.26%,

respectivamente.
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CAPITULO VII

7. Perspectivas

v Continuar con el estudio quimico de las fracciones cuaternarias con la

finalidad de aislar los compuestos minoritarios presentes.

v Determinar la actividad de los compuestos aislados sobre la formacién de
biocapa monoespecie por S. mutans.

v Establecer el efecto de los extractos derivados de hojas de Psidium
guajava Yy los compuestos aislados sobre enzimas glucosiltransferasas de

S.mutans.
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