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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

En México, la medicina tradicional ha tenido su origen en los espacios
geograficos y sociales de los pueblos indigenas. Surgiéo antes de la colonia y
también durante el proceso de la misma, cuyos conceptos y metodologias
terapéuticas se basan en la historia, la cosmovision y la identidad cultural indigena,
lo cual no significa que no se hayan modificado en el tiempo, incorporando
elementos conceptuales, médicos y terapéuticos de las diferentes sociedades que

los han dominado (Organizacion Panamericana de la Salud, 2006).

La medicina tradicional lejos de desaparecer ha resurgido en la era actual.
Las curas tradicionales de origen natural varian dependiendo de la regién, pero
también existen muchas similitudes entre ellas. La mayoria han sido desarrolladas
a lo largo de los siglos y son prescritas y utilizadas por su poblacién (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2006). 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, y un factor de

identidad de numerosos pueblos del planeta (Argueta, 1994).

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran parte
lo ha encontrado en la naturaleza. 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 (Cortéz et al., 2014).

1|Q
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Las poblaciones de Africa, Asia y Latinoamérica principalmente, utilizan la
medicina tradicional para ayudar a satisfacer sus necesidades basicas de salud.
Ademas de ser asequible econémicamente, es también muy a menudo parte de un
sistema mas amplio de creencias y se considera una parte integral de la vida diaria
y del bienestar. Sin embargo, el uso éptimo y la cada vez mayor credibilidad de la
medicina tradicional dependeran por lo tanto del desarrollo de una base de
evidencia sobre su seguridad y eficacia (OMS, 2002). Las principales ventajas de
la utilizacion de alternativas naturales es que son de facil disponibilidad,
generalmente de bajo costo, eficaces, a veces tienen baja toxicidad y no
promueven o dgeneran resistencia microbiana informada hasta el momento

(Prabhakar et al., 2014).

La medicina complementaria y alternativa se utiliza cada vez mas en
paralelo con la medicina alopatica debido a la creciente preocupacion sobre los
efectos adversos de esta ultima, de hecho la evidencia cientifica apunta hacia un
potencial muy prometedor de la medicina tradicional en problemas tales como la

resistencia a antibiéticos (OMS, 2002).

La multirresistencia se ha desarrollado debido al uso indiscriminado de
antibiodticos comerciales comunmente utilizados para tratar las enfermedades
infecciosas. Esta situacion, asi como la aparicion de efectos indeseables de ciertos
antibidticos, ha llevado a la investigacion de nuevas sustancias antimicrobianas a

partir de plantas consideradas popularmente medicinales (Zampini et al., 2007).

(.
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Estudios realizados revelan que las plantas representan una fuente potencial
de nuevos agentes antimicrobianos. 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. Tal es el caso de la guayaba, que se usa en la

medicina herbolaria como antiséptico y astringente (Domingo et al., 2003).

Las hojas de la guayaba poseen actividad antiespasmaoddica e inhiben el
peristaltismo. El fruto se utiliza para eliminar parasitos, lombrices y amibas. Por otra
parte, se utiliza para tratar enfermedades infecciosas de la cavidad oral y el tracto
digestivo (Argueta, 1994). Actualmente existe poca evidencia documentada de que
la guayaba agria tenga efecto sobre el crecimiento bacteriano (Miranda et al., 2012)
por ello, es importante realizar los estudios cientificos correspondientes para de
esta manera fomentar su uso, ya que representa una nueva alternativa frente al

uso indiscriminado y creciente de resistencia a antibiéticos.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Enfermedades infecciosas.

El término infeccioso se refiere al hecho de que la enfermedad infecciosa es
causada por microorganismos patdgenos que penetran en un organismo y pueden

multiplicarse hasta un numero considerable (OMS, 2007).

La enfermedad infecciosa es un estado patolégico que surge como
consecuencia de una agresion de patdgenos al organismo humano. La respuesta
inmune del mismo esta fundamentalmente relacionada con las caracteristicas
genéticas, propias del sujeto y del agente. Es determinada por agresiones de
microorganismos, que se multiplican en el sujeto y mecanismos inmunoldgicos que

tratan de controlarlos (Antoni, 2005).

2.2 Enfermedades microbianas de la cavidad oral.

La salud oral es esencial para la salud en general y para la calidad de vida
es un estado libre de dolor. Entre las principales patologias que afectan la cavidad
oral encontramos: cancer oral y de garganta, enfermedades periodontales (encias),
pérdida de piezas dentales, entre otras enfermedades y desérdenes que limitan la
capacidad del individuo al morder, masticar, sonreir, hablar, asi como de su
bienestar psicosocial. Las enfermedades microbianas de la cavidad oral son de las
mas comunes. Se incrementan por ciertos factores de riesgo tales como

enfermedades crénicas (cardiovasculares, cancer, VIH, diabetes), dieta (alta en

¢
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carbohidratos, consumo de tabaco y bebidas alcohdlicas), asi como la mas

importante: la falta de higiene bucodental (OMS, 2007).

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud la falta de higiene
bucodental, es un problema de salud de importancia a escala mundial, ya que

causa (OMS, 2007):

e Enfermedades severas periodontales, las cuales pueden resultar en la
pérdida de las piezas dentales; se encuentran en aproximadamente 15-20%
de la poblacién de mediana edad (35-44 anos)

e Pérdida de las piezas dentales, cerca del 30% de las personas en edad de
65-74 ainos, no tienen dentadura natural.

e Caries, en todo el mundo, alrededor del 60-90% de nifios en etapa escolar, y

cerca del 100% de los adultos tienen caries dental

2.3 Microorganismos de la cavidad oral.

Streptococcus oralis, Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis
(pertenecientes al grupo bacteriano denominado viridans) han sido
tradicionalmente considerados como patdgenos oportunistas menores, siendo
asociados principalmente con la caries dental. Sin embargo, estas bacterias se han
convertido en patdégenos significativos de pacientes inmunocomprometidos y

aquellos con neoplasias hematoldgicas (Hasty, 1992).
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El tratamiento de las infecciones causadas por estreptococos del grupo
bacteriano viridans es cada vez mas problematico: la terapia con penicilinas era un
tratamiento estandar, pero se ha vuelto menos eficaz debido a la alta aparicion de
resistencia a antimicrobianos dentro de este grupo de microrganismos (Byers et al.,

2000).

La bacteriemia en grupos de pacientes susceptibles esta asociada con
complicaciones secundarias que incluyen endocarditis infecciosa, dificultad
respiratoria y shock estreptocdcico que alcanzan tasas de mortalidad de hasta 30%

(Byers et al., 2000).

La endocarditis infecciosa es una enfermedad endovascular que ocurre
cuando las bacterias entran en el torrente sanguineo y se adhieren a las valvulas
cardiacas. Los microorganismos infecciosos mas comunes son los estafilococos
(44%), seguidos de los estreptococos (31%) y, particularmente, los estreptococos
de la cavidad oral (21%) son los principales agentes causales de endocarditis
infecciosa. Muchos estreptococos de la cavidad oral han sido aislados de casos de
endocarditis, los mas comunes han sido S. sanguinis, S. oralis, y S. mutans entre

otros (Hasty, 1992).

2.3.1 Streptococcus sanguinis.

S. sanguinis es una bacteria Gram-positivo, aerdbica facultativa que es
conocida no soOlo por su asociacion histérica con endocarditis bacteriana

potencialmente mortal, sino también por su papel antagénico en la caries dental

5 |
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(Loesche et al., 1975) y en las enfermedades periodontales (Socransky et al.,

1988).

En cuanto a la caries dental, S. sanguinis puede competir con S. mutans
por los sitios de colonizacion en las superficies dentales, y presentar antagonismo

bioquimico (van der Hoeven, 1993).

Debido a que el potencial cariogénico de S. sanguinis se considera bajo en
comparacién con el de S. mutans, varios investigadores han sugerido que la
relacion entre ellos puede servir como un indicador de riesgo de caries, es decir,
cuanto menor sea la relaciéon, menor es el riesgo de caries (De Stoppelaar et al.,
1969; Loesche et al., 1976). Sin embargo, en otro estudio, no se pudo demostrar la

relacion S. mutans / S. sanguinis (Burt et al., 1983).

En cuanto a la endocarditis, S. sanguinis, entra en el torrente sanguineo y
coloniza las valvulas cardiacas vulnerables o el tejido del endocardio causando
endocarditis infecciosa. La gravedad de esta enfermedad y la falta de una vacuna
hacen imprescindible comprender el mecanismo de la virulencia de S. sanguinis

para facilitar el desarrollo de agentes antimicrobianos potentes (Burt et al., 1983).

Se conoce que la fibrina y las plaquetas se depositan en el sitio de trauma
de las células endoteliales formando un area estéril, donde las bacterias pueden
abordar y colonizar durante una bacteriemia; por lo tanto, los agentes patdégenos
exitosos pueden necesitar la activacion de la agregacién plaquetaria, pero también

deben resistir la accion microbicida de las plaquetas (Paik et al., 2005).

7|
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Varios estudios han examinado los factores de virulencia para causar
endocarditis. Algunos tienen implicada la unidn a la proteina laminina, la ya
mencionada fibrina, y la matriz polisacarida. También se ha encontrado que la
familia de lipoproteinas relacionadas FimA y SLoC implicadas en la adhesion de S.
sanguinis son miembros de los sistemas de transporte ABC que ocupan al
manganeso y al hierro, esta funcion ha demostrado que se requiere para la

virulencia de endocarditis en estudios animales (Paik et al., 2005).

Se han propuesto al menos siete mecanismos de adhesién de S. sanguinis
(utilizando hidroxiapatita recubierta de saliva como sustrato diana) y al menos dos
clases de adhesinas (cuando se utilizaron otros sustratos diana) la lectina GalNAc
especifica que interactua con las especies de Actinomyces para comenzar a formar
la placa dental y de la clase | y Il de antigenos que interaccionan especificamente

con las integrinas (proteinas Glib -llla) de las plaquetas (Hasty et al., 1992).

La técnica STM (por sus siglas en inglés Signated Tagged Mutagenesis)
originalmente se desarrollé para determinar factores de virulencia de especies de
Salmonella, pero se ha aplicado exitosamente a otros patégenos como S. sanguinis
en el cual se identificaron seis mutantes de interés, incluyendo cepas con
mutaciones en una region intergénica y en los genes que codifican undecaprenol
quinasa, homoserina quinasa, ribonucledtido reductasa, adenilosuccinato liasa, y
una proteina hipotética. Estos hallazgos indican que las funciones de sintesis, tales
como pared celular, aminoacidos y de acidos nucléicos, asi como la capacidad de

las bacterias para sobrevivir en condiciones anaerébicas son factores de virulencia

2|
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causantes de endocarditis importantes para S. sanguinis. También se ha
encontrado que los genes bacA, thrB y purB tienen un papel general en la

virulencia en cocos Gram-positivo (Paik et al., 2005).

2.3.2 Streptococcus oralis.

S. oralis es un colonizador primario de los dientes implicado en la formacién
de placa dental. Esta especie se adhiere al esmalte dental mediante la formacién
de polisacaridos extracelulares y crece en estrecha asociacion con las fimbrias de
Actinomyces naeslundii y otros miembros de la flora de la placa dental. La
formacion y el desarrollo de la placa dental, inicialmente supragingival y luego
subgingival, juega un papel fundamental en la aparicion de la enfermedad

periodontal (Corcuera et al., 2013).

En los seres humanos, S. oralis es una de las especies bacterianas que se
encuentran mas comunmente en la boca sana. Sin embargo, puede ser
potencialmente patdégena y causar infecciones oportunistas como: endocarditis
bacteriana en pacientes con enfermedad cardiaca previa, sepsis en pacientes
neutropénicos, bacteriemia, neumonia, peritonitis en los pacientes sometidos a
dialisis ambulatoria continua, abscesos cerebrales y meningitis (Corcuera et al.,

2013).

Los mecanismos por los cuales causa una amplia gama de infecciones no
estan bien definidos, sin embargo se sabe que la sialidasa y otras enzimas

hidroliticas producidas por esta bacteria contribuyen con la patogenicidad de otros
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microorganismos incluyendo S. pneumoniae, S. typhimurium y Vibrio cholerae

(Byers, et al., 2000).

La produccion de sialidasa por S. oralis, es el factor de virulencia mas
importante que posee, ya que provee a la bacteria de una fuente rica en
carbohidratos fermentables que, ademas dafa la funcion metabdlica y celular del

hospedero (Byers, et al., 2000; Whatmore, et al., 2000).

Ademas, el hecho de que ésta y otras especies de estreptococos en la flora
de la placa dental se unen y activan el plasminégeno, constituye otro factor
importante para el inicio de la infeccién y de su propagacion en todo el cuerpo

(Corcuera et al., 2013).

Un estudio reciente encontré dos patrones de crecimiento de S. oralis, con
diferencias especificas que confirman una variacion fenotipica en la produccién de
biopelicula. Por un lado, las cepas productoras de biopelicula tuvieron la mayor
tasa de crecimiento sin invasion o minimamente invasiva. Por otro lado, las cepas
que no producian biopelicula, crecieron mas lentamente, pero mostraron una
mayor capacidad invasora. Esta caracteristica puede ser importante en los
fendmenos relacionados con la aparicion y el desarrollo de la placa dental
subgingival, especialmente teniendo en cuenta la diversidad genotipica observada
en el ecosistema bucal. Por lo tanto, la coexistencia de estos dos tipos de cepas
puede tener una interaccion mutualista: cepas productoras de biopelicula no

invasivas crecerian rapidamente, se extienden sobre la superficie mientras que la

10 |Q
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invasion de tejidos por las cepas invasivas podria servir para anclar la placa dental

(Corcuera et al., 2013).

2.3.3 Streptococcus mutans.

S. mutans es el microorganismo mas frecuentemente asociado a la caries
dental. Cuando S. mutans desarrolla biopelicula, los procesos genéticos y
metabdlicos junto con la matriz compleja que presenta, impiden la entrada y la

accion de varios agentes antimicrobianos (Prabhakar et al., 2014).

La produccion de exopolisacaridos por S. mutans que contribuye a la caries
dental por proporcionar adherencia, también juega un papel importante en la
endocarditis. Se demostré en un estudio in vitro que los mutantes incapaces de
producir exopolisacaridos se adhieren menos a la fibrina, y son menos resistentes a
la fagocitosis por los granulocitos humanos y, en un modelo en rata muestran
disminucién de la virulencia. Por lo tanto, los exopolisacaridos probablemente
contribuyen a la adherencia y la evasion de la respuesta inmune. Las propiedades
adicionales que permiten a S. mutans colonizar la cavidad oral incluyen la
capacidad de sobrevivir en un medio ambiente acido y la interaccion especifica que
tiene con otros microorganismos que también colonizan la cavidad oral, de modo
que la bacteria S. mutans puede adherirse al tejido del corazén y penetrar en el
endotelio de las arterias coronarias, en consecuencia, conduce a la endocarditis

(Abranches et al., 2009).
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Hay estudios sugiriendo que aislamientos de S. mutans tienen una mayor
capacidad para formar biopeliculas que los aislamientos de otras especies de
Streptococcus que colonizan la cavidad oral humana (Jaykus et al., 2009; Tamura

et al., 2009).

Sin embargo, el factor de virulencia mas importante que posee S. mutans es
la capacidad de sintetizar glucano a partir de sacarosa. La sintesis de glucano
permite que las bacterias se adhieran firmemente a la superficie del diente y formen
una biopelicula. La naturaleza gelatinosa de glucano retarda la difusion del acido
producido por las bacterias al fermentar azucares en la placa dental. Esto lleva

finalmente a la disoluciéon de la superficie de esmalte del diente (Sri et al., 2014).

2.4 Biopeliculas.

2.4.1 Generalidades.

La caries dental es la enfermedad infecciosa oral dependiente de la
formacion de biopelicula mas comun en todo el mundo, que resulta de la
interaccion de los componentes bacterianos y salivales especificos con
carbohidratos de la dieta fuertemente adheridos en la superficie del diente (Sri et

al., 2014).

Las Dbiopeliculas presentes en la cavidad oral son estructuras
tridimensionales, que consisten de cepas bacterianas ancladas a superficies

solidas tales como esmalte, raices de los dientes o implantes dentales. El rol que

12 |Q
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desempefian es muy importante para causar enfermedades infecciosas debido a su
capacidad para adherirse a superficies como los dientes y encias (Krzysciak et al.,

2014).

2.4.2 Composicion.

Las bacterias se encuentran en una matriz de exopolisacaridos (EPS)
(Zijnge, 2010). Se han identificado mas de 700 diferentes especies de bacterias
que incorporan las biopeliculas (Wang et al., 2012; Kang et al., 2011). La estructura
y composicion de la matriz de EPS se determina por las condiciones existentes en
la cavidad oral y por el cambio a través del tiempo. Los exopolisacaridos también
afectan a las propiedades fisicas y bioquimicas de la biopelicula (Krzysciak et al.,

2014).

Las fuentes primarias del EPS son la glucosiltransferasa (GTF) y la
fructosiltransferasa (FTF) que son productos de la interaccién con sacarosa y
almidon hidrolizados. Los exopolimeros contenidos en la matriz polisacarida le
proporcionan a la bacteria estabilidad y la posibilidad de unirse con otras células
bacterianas (Xiao et al., 2012; Schwab et al., 2007). Una investigacién sobre la
composicidon de la matriz polisacarida revel6 la presencia de los componentes que

se muestran en la Figura 1.
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B Agua HEproteinasdelasaliva ®glucanas M fructanas
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Fig 1. Porcentaje de la composicién de la matriz polisacarida (Bowen et al., 2011).

2.4.3 Formacion.

La formacion de la biopelicula dental se lleva a cabo en una serie de etapas
secuenciales que depende de la interaccidn de los microorganismos involucrados
sobre las superficies, logrando una adsorcion al sustrato inerte. Posteriormente, se
forma una microcolonia. Después, se induce la sintesis de metabolitos secundarios
“‘quorum sensing” produciendo EPS, formando de esta manera la biopelicula
(Castrillon et al., 2010). Consta de seis principales fases (Samaranayake, 2006),

las cuales se ilustran en la Figura 2:
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Formacion de la pelicula salival: Las bacterias se adhieren inicialmente a la
pelicula salival y no directamente al diente (Qque se encuentra expuesto al
medio) formando una capa de glicoproteinas.

Transporte de las bacterias: Las bacterias se dispersan a la proximidad de la
superficie dental por medio del flujo de la saliva o quimiotaxia.

Interacciones de largo alcance entre la superficie de la célula microbiana y la
pelicula salival. Se produce una fase de adhesion reversible entre ambas
superficies mediante fuerzas de Van der Waals y la repulsion electrostatica.
Interacciones de corto alcance entre las adhesinas de la superficie
bacteriana y los receptores de la pelicula salival. Los microorganismos se
fijan a la superficie dental. Esta fase es irreversible.

Coadhesion: Se unen nuevas bacterias (pueden ser del mismo género o0 no)
a la primera generacion que se unid previamente.

Formacion de biopelicula: se adhieren nuevamente células bacterianas a las
anteriores (como en la fase anterior) y sucesivamente continua el proceso

hasta la formacion de una biopelicula mas compleja y de mayor tamano.

©
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Fig 2. Fases de formacion de la biopelicula (Castrillon et al., 2010).

2.5 Guayaba agria.

2.5.1 Nombres.

A continuacién se muestra el nombre cientifico de la guayaba agria, asi

como los nombres vernaculos, dependiendo de la region (Lim, 2012).

e Nombre cientifico: Psidium friedrichsthalianum.
Sinénimo: Calyptropsidium friedrichsthalianum
e Nombre vernaculo:
Colombia: Guayaba Agria;
Costa Rica: Cas, Cas Acida, Cas Acido;
Ecuador: Guayaba Del Choco;

El Salvador: Arrayan, Arrayan;
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Francia: Goyavier De Costa Rica, Goyavier Du Costa Rica;

Alemania: Cas, Kostarika-Guave;

Guatemala: Guayaba Acida;

Honduras: Guayaba Agria, Guayaba De Choco, Guayaba De Costa Rica,
Guayaba De Danto;

Mexico: Guayaba Montes;

Nicaragua: Guayaba;

Panama: Guayaba Agria, Guayaba De Agua.

2.5.2 Clasificacion.

En el Cuadro 1 se enlista la clasificacion taxonémica de la guayaba agria

(Psidium friedrichsthalianum).
Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de la guayaba agria (WCSP, 2000).

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden:  Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Psidium

Especie: Psidium friedrichsthalianum
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2.5.3 Descripcion.

El arbol tiene un tamafio de 6 a 12 m de altura, con ramas cuadrangulares y
de corteza externa color marrén y rugosa. La corteza interna es grisacea y lisa

como se muestra en la Figura 3.

Fig 3. Arbol de P. friedrichsthalianum (Lim, 2012).

Las hojas presentan colores desde el bronce, pasando por el verde oscuro y
hasta el verde palido, son por ambos lados glabras, de forma eliptica u oblongo-
eliptica, con un tamafno de 3.8 a 12 cm de largo, y 2.5 a 5 cm de ancho.
Puntiagudas en el apice y redondeadas en la base, de bordes enteros. El peciolo

tiene un tamano de 3 a 6 mm de largo. Las hojas se ilustran en la Figura 4.
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Fig 4. Frutos inmaduros y hojas de P. friedrichsthalianum (Lim, 2012).

Las flores generalmente crecen en solitario, pero también crecen en grupos
de 2 6 3. Tienen un tamafo promedio de 2.5 cm de ancho, con 5 pétalos color
blanco, de textura cerosa, fragantes y numerosos estambres (hasta 300). Se ilustra

en la Figura 5.

Fig 5. Flor de P. friedrichsthalianum (Lim, 2012).
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El fruto es de forma globosa o elipsoide, inicialmente verde y cuando madura
se torna amarillo, tiene un tamafo de 3 a 6 cm, con pulpa blanquecina y acida. Las

semillas son numerosas con un tamafo de 6-8 mm de largo incrustadas en la pulpa

como se ilustra en la Figura 6.

Fig 6. Fruto de P. friedrichsthalianum (Lim, 2012).

2.5.4 Caracteristicas agro-climaticas y distribucion.

El arbol, se ha plantado en forma solitaria o en pequefos grupos en jardines,

aunque recientemente en plantaciones mas extensas, principalmente en Costa

Rica. También se ha plantado en cafetales.
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Se encuentra en las zonas de bosque humedo tropical y subtropical. Se ha

plantado a 1250 msnm.

v" Clima: De 24.6 °C, con minima de 15.2 °C. No tolera las heladas.
v' Suelo: acido con buen drenaje.

v" Agua: Precipitaciones de 2200 mm, tres meses secos por afo.

El arbol crece naturalmente desde el sur de México, América Central,
Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru, principalmente (Barahona y Rivera, 1995).
La distribucion geografica de las principales regiones donde se encuentra la

guayaba agria se ilustra en la Figura 7 en color amarillo:

Fig 7. Distribucion geografica de la guayaba agria (GBIF, 2014).
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2.5.5 Composicion.

Analisis llevados a cabo en Guatemala informaron que el fruto tenia la

composicién que se enlista en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Composicion de la guayaba agria en porcentajes (Morton, 1987).

Humedad 83.15%
Proteinas 0.78 2 0.88%
Hidratos de carbono 5.75a6.75%
Grasas 0.39 a2 0.52%

Fibra 7.90%

Cenizas 0.80%

Humedad 83.15%
Proteinas 0.78 a 0.88%

La fruta se encontr6 que es rica en pectina, incluso cuando esta

completamente madura (Morton, 1987).

Posteriormente, en otro estudio fueron identificados ciento setenta y tres
componentes volatiles. Los componentes que estaban en mayor proporcion fueron:
B-cariofileno, a-terpineol, a-pineno, a-selineno, B-selineno, ©&-cadineno, y a-
copaeno. Se atribuye la presencia de ésteres alifaticos y compuestos terpénicos al

sabor y aroma de esta fruta (Pino et al., 2002).
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3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto del extracto metandlico y la infusion de los frutos de la

guayaba agria (P. friedrichsthalianum) sobre el crecimiento de las bacterias

Streptococcus mutans, S. oralis y S. sanguinis.

3.2 Objetivos particulares.

Preparar el extracto metandlico y la infusion de los frutos desecados de la
guayaba agria (P. friedrichsthalianum).

Evaluar la actividad del extracto metandlico y de la infusion de los frutos de
la guayaba agria sobre el crecimiento de las bacterias Streptococcus
mutans, S. oralis y S. sanguinis utilizando la prueba de difusion en agar.
Fraccionar el extracto activo, empleando para ello, procesos de particion y
métodos cromatograficos convencionales.

Evaluar cuantitativamente el efecto del extracto activo, obtenido mediante
los fraccionamientos sobre el crecimiento de las bacterias: Streptococcus
mutans, S. oralis y S. sanguinis usando el método de microdilucién en placa
de 96 pozos.

Determinar el efecto de los extractos obtenidos mediante el fraccionamiento
secundario sobre la formacién de la biocapa producida por S. mutans

utilizando el método de cristal violeta.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL.
4.1 Recoleccion del fruto.

El fruto de la guayaba agria (P. friedrichsthalianum) objeto de este estudio,
se recolectd e identificé en Villahermosa, Tabasco en mayo de 2013 por la M.C.
Judith Espinosa, de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco. El material
vegetal se sometié a un proceso de limpieza y desecado como se muestra en la

Figura 8.

Fig 8. Fruto de la guayaba agria desecado.
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4.2 Extracciéon del material vegetal.
4.2.1 Pequena escala.

Para preparar la infusién, se calentaron 250 mL de agua y se agregaron a
50 g de material vegetal durante una hora. Posteriormente, se filtrd la infusion y se

concentré a sequedad usando un rotaevaporador y una bomba de alto vacio.

Para preparar el extracto metandlico se maceraron 50 g del fruto de la
guayaba agria y se extrajeron con una mezcla de metanol/agua en proporcion 7:3.
Posteriormente, se filtré el extracto metandlico y se concentré del mismo modo que

para la infusion.

4.2.2 Obtencion el extracto metandlico.

Se extrajeron 900 g del fruto de la guayaba agria mediante un proceso de
maceracion con una mezcla de metanol/agua en una proporcion 7:3 siguiendo la
metodologia descrita para el extracto en pequefa escala. Este proceso permitio la

obtencion de 187 g de solido color ambar.

4.3 Obtencion de las fracciones.

4.3.1 Fraccionamiento primario del extracto metandlico.

El extracto seco (187 g) se suspendidé en agua desionizada y se sometid a
un fraccionamiento primario por particion utilizando como disolventes hexano,
acetato de etilo y 2-butanol (3 x 500 mL, cada una) en forma sucesiva. Este

proceso permitid la obtencion de cuatro fracciones (F-l: hexano, F-ll: acetato de
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etilo, F-lll: 2-butanol, F-IV: acuosa). En el Cuadro 3 se enlistan los rendimientos

obtenidos para cada fraccion.

Cuadro 3. Fracciones primarias.

Fracciones primarias Cantidad obtenida (g)

hexano (F-I) 0.010
acetato de etilo (F-II) 19.3
2-butanol (F-I11) 113.1
acuosa (F-1V) 50.7

4.3.2 Fraccionamiento secundario de F-lIl.

Una porcién de 10 g de la fraccion de 2-butanol (denominada F-lll) se
sometié a un fraccionamiento secundario en una columna abierta empacada con
DIAION HP-20 y se eluy6 con un gradiente de concentracién agua-metanol (100:0
a 0:100). Este proceso permitié la obtencion de seis fracciones secundarias (FA-

FF) que se enlistan en el Cuadro 4 asi como las cantidades obtenidas.

Cuadro 4. Fracciones secundarias.

Fracciones secundarias Cantidad obtenida (g)

F-A 6.8650
F-B 1.3106
F-C 0.7929
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Cuadro 4. Fracciones secundarias (cont).

Fracciones secundarias Cantidad obtenida (g)

F-D 0.8370
F-E 0.1681
F-F 0.0785

4.4Evaluacion de la actividad biolégica.

4.4.1 Evaluacion de la infusion y del extracto metandlico de la guayaba agria

mediante la prueba de difusién en agar.

La prueba de difusion en agar se realizd6 con el proposito de evaluar la
capacidad antimicrobiana del extracto metandlico y de la infusion de la guayaba
agria sobre el crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. En
este método se observa la inhibicién del crecimiento de los microorganismos por
los extractos y las sustancias de prueba. La prueba se realizd siguiendo la

metodologia descrita por Rodriguez (2011):

a) Reactivacion de la cepa: Se tomaron 100 pL del cultivo conservado en
glicerol de cada cepa de Streptococcus a evaluar (S. oralis, S. sanguinis o S.
mutans), se agregaron a viales con 5 mL de medio de cultivo BHI (Infusion
cerebro-corazén), los cuales se incubaron a 37 °C durante 17 horas. Se

tomaron 100 uL de este nuevo cultivo y se inocularon en 5 mL de medio
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BHI, se incubaron nuevamente a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente, se
realizaron las diluciones necesarias para obtener una densidad 6ptica (D.O.)
de 0.01 y, de esta manera alcanzar una concentraciéon bacteriana de 1x10°

UFC/mL de la bacteria a utilizar durante el ensayo.

b) Preparacion de las muestras a evaluar: Las muestras evaluadas fueron el
extracto metandlico y la infusion de la guayaba agria. Dada la naturaleza
quimica de las muestras a valorar se solubilizaron de acuerdo a la
metodologia empleada por Hernandez (2011), agregando 5 mL de agua

destilada y 0.86 mL de Tween® 80, sonicando a temperatura ambiente.

c) Preparacion de la placa con medio BHI: Se preparé medio de cultivo BHI
(segun las instrucciones del fabricante) adicionandole 1.7 % de agar
comercial Bacto® para solidificar el medio. La mezcla homogénea se
esteriliz6 a 121 °C y 1 atm durante 15 minutos. Posteriormente, se dejo
enfriar a 40 °C para distribuir en cajas Petri de vidrio, colocando 10 mL en
cada una y dejando enfriar a temperatura ambiente hasta solidificar. Para
comprobar la esterilidad del medio, las cajas se incubaron a 30 °C durante

24 horas.

d) Preparacion de sobrecapa de medio BHI: Se preparé medio BHI (segun
las instrucciones del fabricante) adicionandole 0.8 % de agar comercial

Bacto® para solidificar el medio. La mezcla homogénea se distribuyd en
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proporciones de 7 mL a tubos de ensaye con tapon. Finalmente, los tubos se

esterilizaron a 121 °C y 1 atm durante 15 minutos.

e) Colocaciéon de las muestras en los pozos. En la placa de agar BHI se
colocaron las torres de cristal y en los pozos formados se agregé el control
negativo: medio de cultivo BHI, control positivo: digluconato de clorhexidina
al 0.12%, control del disolvente: agua y Tween® 80 y los extractos a
concentraciones de 1000, 1500 y 2000 ug/mL. De las cepas ajustadas a
1x108 UFC/mL, se tomaron 40 uL de la cepa de S. mutans, y 500 uL de las
cepas S. sanguinis y S. oralis para inocularse en la sobrecapa fundida. El
medio inoculado se vertié sobre la placa con las torres de cristal previamente
colocadas. Se dejo solidificar el medio a temperatura ambiente, se retiraron
las torres de cristal quedando pequefios pozos sobre el agar. En los pozos
se agregaron 80 pL del compuesto a diferentes concentraciones y los

controles mencionados.

4.4.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
metandlico y de las fracciones primarias y secundarias.

Para determinar el efecto del extracto metandlico y las fracciones obtenidas
(fraccionamiento primario y secundario) sobre el crecimiento bacteriano, se
utilizaron las bacterias cariogénicas previamente mencionadas: Streptococcus
mutans, S. oralis y S. sanguinis, las cuales se inocularon en medio de cultivo BHI

para obtener una suspension ajustada a una concentracion de 1x108 UFC/mL.
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El ensayo se realizoé en placas de 96 pozos, siguiendo las recomendaciones

del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Para las fracciones primarias, se coloco en todos los pozos 100 pL de caldo
BHI. Posteriormente, se agregaron en los pozos de la primera fila (A-H) 100 pL de
las fracciones primarias de la guayaba agria (A,B,C: F-lll; D,E,F: F-II; G,H: F-IV).
Se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 100 yL de lafila1ala2,dela2ala

3y, asi, sucesivamente hasta la fila 10 desechando los ultimos 100 pL.

En el caso de las fracciones secundarias, se realizé el mismo proceso. Se
coloco en todos los pozos 100 pL de caldo BHI. Posteriormente, se agregaron en
los pozos de la primera fila (A-G) 100 uL del extracto metandlico y de las fracciones
secundarias de la guayaba agria (A: Extracto metandlico, B:F-A, C:F-B, D:F-C, E:F-
D, F:F-E, G:F-F) y se realizaron las diluciones seriadas (del mismo modo descrito
anteriormente). En la Figura 9 se ilustra el modo en que se realizé el inéculo en la

placa para las fracciones secundarias.

Tanto para las fracciones primarias como para las secundarias, se
adicionaron 20 pL de caldo BHI con bacteria, S. mutans, S. oralis y S. sanguinis por
separado (1x10® UFC/mL) en cada uno de los pozos. En las filas 11 y 12 se
colocaron los controles, caldo BHI y digluconato de clorhexidina a una

concentracion de 0.12% (CHX), respectivamente.
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Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se leyeron mediante

densidad 6ptica para determinar las CMls.

& -7 2 10 11 12

Ext. metanélico AOOOOOOOOOOOO
~ FQO0000000000
= [cQO0000000000
~POO0000000000O0
»1FOQO00000000000
= IFrQO0000000000
+ 16 Q00000000000

1 Q00000000000

Fig 9. Esquema del in6culo en placa de 96 pozos utilizada en el bioensayo para las

fracciones secundarias.

En la Figura 10 se resume el procedimiento experimental del

fraccionamiento asi como la evaluacion bioldgica del fruto de la guayaba agria.
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secundario y
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\J
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Fig. 10 Diagrama del fraccionamiento y evaluacién bioldgica de P.

friedrichsthalianum.
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4.4.3 Evaluacion del efecto de las fracciones secundarias sobre la formacion
de la biopelicula producida por S. mutans.

El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos, a los que se adicionaron 100
ML de caldo BHI. Después, se adicionaron 100 pL de las fracciones secundarias asi
como los controles en las filas 1, 5 y 9 (A: Extracto metandlico, B:F-A, C:F-B, D:F-
C, E:F-D, F:F-E, G:CHX, H: BHI) y se realizaron diluciones seriadas (pozos 1-4, 5-
8, 9-12). Posteriormente, se agregaron 80 uL de medio BHI enriquecido con 1% de
sacarosa y 20 uL de caldo BHI con la bacteria en estudio (S. mutans) a una

concentracion de 1x10% UFC/mL.

Las placas de 96 pozos se incubaron a 37 °C por 72 horas. Posteriormente,
se siguid la metodologia de Hwang y Rukayadi (2006) para cuantificar la

biopelicula:

Se retird el caldo BHI de la placa de 96 pozos lavando con agua desionizada
con el fin de eliminar las bacterias no adheridas, después se agregaron 100 uL de
etanol (95%) y se evaporo6 a sequedad a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afiadieron 200 pL de cristal violeta (0.4%) para tefir a las bacterias, se incubd
durante 45 minutos lavando después con agua desionizada. Se agregaron 200 uL
de etanol (95%) y nuevamente se dejo en reposo 45 minutos. Finalmente, se
transfirieron 100 yL a otra placa con el fin de quitar el excedente y se leyo la

absorbancia a una longitud de 565 nm. Se utiliz6 como control positivo 80 uL de

33 |Q

o



DESARROLLO EXPERIMENTAL

CHX (0.12%) y como control negativo al in6culo de la cepa sin tratamiento para
considerar a ésta como el 100% de adhesion y con base en los resultados de

absorbancia, se calcul6 el porcentaje de inhibicion en cada uno de los pozos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Psidium friedrichsthalianum conocido comunmente como guayaba agria, se
utiliza en la medicina tradicional como antiséptico y astringente, asi como para el

tratamiento de diversos padecimientos (Domingo et al., 2003).

Asimismo las hojas de esta guayaba se han utilizado para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales por su efecto antiespasmaddico e inhibidor del
peristaltismo intestinal. El fruto verde es ampliamente utilizado para eliminar
parasitos, lombrices y amibas. También se ha utilizado para tratar enfermedades

infecciosas de la cavidad oral y el tracto digestivo (Argueta, 1994).

Actualmente, existe poca evidencia documentada del efecto de la guayaba
agria sobre el crecimiento de bacterias patégenas. En un estudio realizado por
Miranda y colaboradores (2012) se analiz6 el extracto etandlico y hexanico de las
hojas de la guayaba agria. Los resultados obtenidos describieron que el extracto
etandlico tuvo la mejor actividad bioldgica en la prueba de difusiéon en agar,
obteniéndose los mayores halos de inhibicibn de 9.53 y 13. 38 mm para S.

typhimurium y S. aureus, respectivamente.

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se realizaron los
estudios correspondientes para determinar si el fruto de la guayaba agria también
podria proponerse como una alternativa terapéutica frente a los padecimientos

infecciosos de la cavidad oral.
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5.1 Obtencion de la infusién y de los extractos.

Para realizar el estudio, se recolectdé el fruto de la guayaba agria.
Posteriormente, se realizaron extracciones en pequeia escala con metanol y agua
caliente. Los extractos obtenidos se utilizaron para evaluar su efecto sobre el

crecimiento de las bacterias S. oralis, S. sanguinisy S. mutans.

El método utilizado en primer lugar fue el de difusibn en agar v,
posteriormente, se cuantifico la concentracion minima inhibitoria utilizando el

meétodo de microdilucion en placa de 96 pozos.

Los resultados obtenidos del ensayo de difusion en placas de agar
permitieron determinar que la infusion de los frutos de la guayaba inhibian el
crecimiento de las bacterias S. oralis, S. sanguinis y S. mutans a una
concentracion de 2.0 mg/mL con halos de inhibicién en un rango de 0.5a 2.5 mm.
Los halos de inhibicion obtenidos para la infusion (2.0 mg/mL) fueron comparables

a los determinados para el control positivo digluconato de clorhexidina (0.12%).

En la Figura 11 se muestran los halos de inhibicion de la prueba de difusion

en agar.
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Fig 11. Prueba de difusion en agar para el extracto metandlico: A) S. mutans, B) S.
oralis, C) S. sanguinis. Los numeros indican 1) extracto metandlico, 2) control
positivo: digluconato de clorhexidina (0.12%), 3) control negativo: medio de cultivo

BHI, 4) control disolvente: agua y Tween® 80.

Posteriormente, se prepard el extracto metandlico de los frutos de la
guayaba agria para obtener cantidades suficientes que permitieran realizar el
estudio a gran escala. El fraccionamiento primario del extracto metandlico se
realizé siguiendo la metodologia reportada por Flores y colaboradores (2013),
utilizando como disolventes hexano, acetato de etilo, 2-butanol y agua. El proceso
permitié la obtencion de cuatro fracciones primarias: hexano (F-1) 0.010 g, acetato

de etilo (F-Il) 19.3 g, 2-butanol (F-Ill) 113.1 g, acuosa (F-IV) 50.7 g.
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5.2 Determinacion del efecto del extracto metandlico sobre el crecimiento de

bacterias patégenas de la cavidad oral.

Las bacterias empleadas en el estudio pertenecen al género Streptococcus 'y
se caracterizan por tener una agrupacion en cadena, asi como por presentar una
tincion Gram (+). Este grupo bacteriano es probablemente el que causa mas
enfermedades que cualquier otro (Tortora et al., 2007). Las bacterias S. mutans, S.
oralis y S.sanguinis se consideradan como cariogénicas primarias, ya que forman
la placa dental por adhesion a la superficie dental mediante la sintesis de

polisacaridos extracelulares (Hamada y Slade, 1980; Loesche, 1986)

Se realizé la evaluacién biolégica haciendo microdiluciones sucesivas y
utilizando placa de 96 pozos, ya que segun Reller y Weinstein (2009) la técnica de
microdilucion en placa se considera un buen método para probar de manera rapida
y simultanea varias muestras obteniendo las CMI’s para las especies bacterianas.
En este ensayo se determind que el extracto metandlico tuvo actividad bioldgica
obteniéndose CMI's de 2.0, 1.0 y 0.5 mg/mL para S. mutans, S. oralis y S.

sanguinis, respectivamente.

A partir del extracto metandlico se realizé6 el fraccionamiento primario
(anteriormente descrito) y se realizé la evaluacion bioldgica obteniéndose los

resultados que se enlistan en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Efecto de las fracciones primarias sobre el crecimiento de las bacterias

del grupo viridans.

Fracciones primarias CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)

S. mutans S. oralis | S.sanguinis
hexano (F-I) ND ND ND
acetato de etilo (F-II) 4.0 4.0 3.3
2-butanol (F-liI) 2.6 33 25
acuosa (F-1V) >8.0 >8.0 >8.0
digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016

ND: no determinada.

Debido a que F-IIl presentd la mejor actividad biologica se realizé a partir de
ésta el fraccionamiento secundario utilizando una columna abierta empacada con
DIAION HP-20, eluyendo en agua-metanol a diferentes concentraciones vy
obteniendo seis fracciones secundarias: F-A (6.8650 g), F-B (1.3106 g), F-C

(0.7929 g), F-D (0.8370 g), F-E (0.1681 g), F-F (0.0785 g).

Posteriormente, se realizd6 la evaluacion biologica de dichas fracciones
secundarias utilizando placa de 96 pozos de la misma forma descrita anteriormente
con las fracciones primarias y el extracto metandlico (Cuadro 6). La fraccion que

obtuvo la mejor actividad bioldgica fue la denominada F-B.
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Cuadro 6. Efecto de las fracciones secundarias sobre el crecimiento de las

bacterias del grupo viridans.

Fracciones CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)
secundarias S. mutans S. oralis | S.sanguinis

F-A 4.0 1.0 1.0

F-B 1.4 0.7 1.0

F-C 2.0 0.5 2.0

F-D 2.0 0.5 2.0

F-E 2.0 0.5 1.0

F-F 2.0 0.5 1.0

digluconato de clorhexidina 0.032 0.016 0.016

De acuerdo a Rios y colaboradores (1988) se considera que un extracto
vegetal es activo sobre el crecimiento de las células bacterianas cuando la CMI es
menor a 1 mg/mL utilizando el método de microdiluciéon en placa. En este estudio
se encontré6 que el extracto metandlico de los frutos de guayaba inhibid el
crecimiento de las bacterias S. mutans, S. oralis y S. sanguinis a concentraciones
en un rango de 0.5 a 2.0 mg/mL, estas concentraciones permitieron seleccionar al
extracto para su estudio quimico. Las CMIs obtenidas para las fracciones primarias
y secundarias estuvieron en un rango de 1.0 a la concentracion limite de 8.0 mg/mL
para S. sanguinis, de 1.4 a 8.0 mg/mL para S. mutans y de 0.5 a 8.0 para S. oralis.

Estas concentraciones fueron mayores a las determinadas para el control positivo
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digluconato de clorhexidina (0.12%). Sin embargo, los resultados son consistentes
con los reportados por el estudio previamente mencionado realizado por Miranda y
colaboradores (2012) en el que se determind que el extracto hexanico de corteza y
el etandlico de las hojas de la guayaba inhibian el crecimiento de las bacterias B.
cereus y S. typhimurium a concentraciones de 3.85 mg/mL. Por otra parte, ambos

extractos inhibieron el crecimiento de S. aureus con CMIs de 7.50 mg/mL.

Es importante destacar que las CMIs determinadas para las bacterias
seleccionadas en el caso del extracto metandlico fueron menores a las encontradas
para las fracciones primarias y secundarias derivadas de los fraccionamientos
realizados. La explicacion para estos resultados es que los componentes presentes
en el extracto pueden tener un efecto aditivo y al ser separados la actividad se ve

disminuida.

5.3 Ensayo de inhibiciéon de formacion de biopelicula por S. mutans.

La formacion de biopeliculas bacterianas es importante para la aparicion de

enfermedades de la cavidad oral como lo son las caries (Nishimura et al., 2012).

Para realizar el estudio se empledé a S. mutans debido a que es la bacteria
con mayor capacidad para formar biopeliculas del género Streptococcus (Jaykus et
al., 2009; Tamura et al., 2009). Ademas, es conocida por tener un papel importante
en la endocarditis infecciosa. Esta bacteria tiene como caracteristica principal la
produccion de exopolisacaridos que contribuyen a la adherencia y a la evasion de

la respuesta inmune (Abranches et al., 2009).
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En este estudio se evalud el efecto inhibitorio de la infusién y las fracciones
secundarias sobre la formacién de la biocapa. El primer paso consistié en realizar
la estandarizacion del ensayo, seleccionando el medio de cultivo mas conveniente
para inducir la formacion de la biopelicula por S. mutans. Al respecto existe cierta
controversia, pues algunos autores proponen el empleo de MEM (Medio Esencial
Minimo) que es un medio utilizado para el cultivo de células y otros sugieren el
empleo de BHI (Infusién Cerebro Corazén). Los resultados obtenidos en esta etapa
del estudio indican que hay una gran diferencia en la produccién de biopelicula
utilizando los medios de cultivo antes mencionados, ya que la cepa de S. mutans
no crecié en el medio de cultivo D-MEM por lo que no se favorecié la formacion de
biopelicula, ya que las lecturas de D.O. fueron de 0.010 a las 24 h. El mismo

ensayo con el medio BHI aporté lecturas de D.O. de 0.530 a las 24 h.

Por otra parte, también se evaludé el tiempo Optimo en la expresion de
biopelicula a tres tiempos de incubacién (6, 12 y 24 h). El tiempo idéneo para la

formacion de la biopelicula fue de 24 h con el medio BHI.

Una vez estandarizado el método, se procedié a evaluar la infusion y las
fracciones secundarias ya que tenian efecto sobre la formacién de la biopelicula
del microorganismo en estudio. El ensayo de inhibicion de formacion de la
biopelicula se realizd por duplicado en dos ensayos independientes, para el
tratamiento estadistico se decidié eliminar el valor mas alto y el mas bajo con el
propoésito de dar mayor consistencia en los resultados. Para definir el porcentaje de

inhibicion de la formacion de la biopelicula, se consideré como 100% (formacion de
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biopelicula) la lectura en D.O. mostrada por el control sin tratamiento. Los
resultados obtenidos indicaron que la infusién de los frutos de la guayaba agria
tienen un efecto inhibitorio sobre la formacién de la biopelicula. Dicha actividad fue
dosis dependiente observando una inhibicion de 75% a la concentracion mas alta
(2 mg/mL). Los resultados obtenidos para las fracciones secundarias indican que

la fraccidén butandlica (F-111) concentraba la actividad con un 80% de inhibicion.




CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

e El extracto metandlico del fruto de la guayaba agria inhibe el crecimiento de
las bacterias del grupo viridans con CMIs en un rango de 0.5 mg/mL a 2

mg/mL.

e EIl fraccionamiento primario y la evaluaciéon biolégica del mismo permitio
detectar como fraccién activa a F-lll con CMIs de 2.6, 3.3 y 2.5 mg/mL para

S. mutans, S. oralisy S. sanguinis,

e El fraccionamiento secundario y la evaluacion biolégica de las fracciones
permitié detectar la fraccion activa F-B con CMIs de 1.4, 0.7 y 1.0 mg/mL

para S. mutans, S. oralisy S. sanguinis, respectivamente.

e La infusion acuosa de los frutos de la guayaba agria inhibe la formacion de
la biocapa en un 75% a una concentacién de 2 mg/mL. Por otra parte, la

fracciéon F-1ll produjo un 80% de inhibicion a la misma concentracion.

e Los resultados obtenidos permiten proponer al extracto metandlico de la
guayaba agria como una fuente de compuestos con actividad sobre el

crecimiento de las bacterias del grupo viridans.




PERSPECTIVAS

7. PERSPECTIVAS.

¢ Aislar los componentes responsables de la actividad bioldgica encontrada

e Determinar el mecanismo mediante el cual los compuestos presentes en el
extracto metandlico de la guayaba agria afectan el crecimiento de las

bacterias del grupo viridans.

e Determinar el mecanismo mediante el cual la fraccidon obtenida con mejor
actividad bioldgica, inhibe la formacion de la biocapa producida por S.

mutans.
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