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1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales y su estudio con fines terapéuticos nos recuerda el inicio de la
historia de la humanidad, cuando el hombre en busca de alimento y salud, aprendié a reconocer las
plantas venenosas de las que no lo eran; transmitiendo el conocimiento de generacion en
generacion (Hernandez,1981), en forma verbal y escrita por medio de papiros, tablas de barro
cocido, pergaminos, tratados de plantas, finalmente trabajos impresos, farmacopeas y mas
recientemente sistemas digitales de informacién. Los registros mas antiguos se encuentran en
Egipto, China e India y revelan que el uso de plantas medicinales figura en la historia mas primitiva
(Trease, 1991). El empleo terapéutico de este tipo de plantas se basa en diversas preparaciones
entre las que destacan las infusiones, cocimientos, emplastos, ungiientos y aceites; mediante la

aplicacion de estos se favorece la cura de algun padecimiento (Cortéz et al., 2004).

En México se estima que existen cerca de 3,103 especies de plantas que son usadas en la
medicina tradicional mexicana, de las cuales casi un tercio (1,024) son empleadas para tratar
malestares del tracto digestivo, 473 especies para padecimientos estomacales, 247 para
enfermedades respiratorias y 277 para enfermedades cutédneas (KaKuko et al., 2005: Argueta et al.,
1994: Aguilar et al., 1994). Datos de la Organizacién Mundial de la Salud sefialan que alrededor del
80% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para atender sus necesidades primarias

de asistencia médica.

Un problema de salud publica muy importante a tomar en cuenta para tener una buena
calidad de vida, son las enfermedades de la cavidad bucal. Esto resulta evidente ya que algunos
estudios que comprueban que el 95% de la poblacion mundial se encuentra afectada por las caries
dentales (Aguilera et al., 2004) y que los paises en vias de desarrollo como México con una
poblacion de aproximadamente 100 millones de personas, de las cuales mas del 90% de la
poblacion padece caries dental, ademéas de otras patologias bucales de alta prevalencia como la

enfermedad periodontal, el cancer bucal y las maloclusiones (Salgado, 2013).
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Resaltando que el consumo de azlcares especialmente entre comidas se ha evidenciado
como un factor de riesgo en la aparicion de caries (Carrero et al., 2005; Burt, 2002; Tuger et al.,
2003; Burt et al., 2001) provocando que la bacteria responsable de la caries -Streptococcus mutans-
aproveche la presencia de carbohidratos produciendo &cido y la subsecuente desmineralizacién del

esmalte de los dientes (Aguilera et al., 2004).

Partiendo de que la medicina tradicional es un recurso fundamental para la salud de millones
de seres humanos, desde aquellos que pueden acceder a costosos tratamientos de salud hasta las
personas de escasos recursos o de origen indigena, se busca como una alternativa al tratamiento de
la caries bucal el uso de la corteza y resina de la Bursera simaruba, la cual es conocida en la
medicina tradicional como un remedio para tratar enfermedades como calor en el estémago, diarrea,
dolor de muelas, infeccién intestinal, padecimientos hepaticos, males venéreos, infecciones
bucodentales, etc. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2012), debido a las
propiedades para tratar infecciones bucodentales se determinara su posible actividad antibacteriana
contra la bacteria Streptococcus mutans.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Caries dental.

2.1.1. Definicion y Generalidades.

La etiopatogenia de la caries fue propuesta por W. Miller en 1882; segun Miller el factor mas
importante en la patogenia de la enfermedad era la capacidad de un gran numero de bacterias
bucales con capacidad de producir acidos a partir de hidratos de carbono de la dieta (Negroni,
2009).

La caries es una enfermedad transmisible e infecciosa de origen multifactorial, dinamica,
cronica, localizado, pos-eruptivo. Este proceso presenta tres etapas: la union inicial del
microorganismo al esmalte dental a fin de iniciar la colonizacion, que ocurre en la estructura dentaria
en contacto con los depdsitos microbianos, seguida de la acumulacion y formacidn de un ecosistema
bien organizado que permita el metabolismo bacteriano cuyo resultado es la formacion de acidos
que desmineralizan la superficie dental, que termina en la destruccion de los tejidos duros del diente

como son el esmalte, dentina y cemento (Prieto, 2006).

El desarrollo de una lesidn cariosa se inicia por la desmineralizacién de la superficie externa
del esmalte debido a los acidos organicos producidos localmente por las bacterias que fermentan los
carbohidratos de las dietas. Si este proceso continta y no es atendido se destruye la mayor parte del
diente, conduciendo con frecuencia a infecciones de la pulpa del diente e infecciones de los tejidos
circundantes (Burnett, 1990). En la Figura 1 se muestra una representacion esquematica de la

iniciacién de la caries.

En estudios previos realizados por van Houte se determiné la existencia de Streptococos
que no pertenecen al grupo mutans, asociandoles con algunas lesiones de caries dental en
humanos, lo cual nos indica la posibilidad de que otras especies estén involucradas ocasionalmente

en el proceso de la enfermedad (Prieto, 2004; van Houte, 1994).
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del esmalte

Figura 1. Representacion esqueméatica de la iniciacion de la caries.
Adaptado de Prieto Gutiérrez, 2006.

2.1.2. Microorganismos de la cavidad oral.

La cavidad oral se considera un ecosistema abierto donde existe una variedad de
microorganismos como bacterias, hongos y levaduras; algunos son considerados nativos entre los
cuales predominan los anaerobios pertenecientes a los géneros Peptostreptococcus, Prevotella,
Fusobacterium, Gemella y Porphyromonas o aerobias (Streptococcus, Staphylococcus 'y
Corynebacterium). Los microorganismos se retienen en la boca por medio de comunidades
microbianas en diferentes nichos, por medio de su capacidad de adherencia a superficies epiteliales
0 adamantinas, de manera mecanica en: fosas, fisuras de los dientes, en el espacio virtual entre la
encia y el diente denominado surco gingival (Takahashi, 2005). Otros microorganismos logran el
acceso a la boca pero no se instalan en ella y se denominan transitorios. El desarrollo de bacterias
patdgenas u oportunistas (especies de Actinomyces, Prevotella intermedia, etc.), asi como hongos
(Candida sp., Histoplasma capsulatum), virus (Herpes simplex, papilomavirus) y paréasitos
(Entamoeba gingivalis, Tichomonas tenax) se ven favorecidas en la cavidad bucal si el equilibrio
imperante se ve alterado por las condiciones debidas de una enfermedad o la intervencion

odontoldgica, como la extraccion de una pieza dental o limpieza bucal (Prieto, 2004).
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2.2. Streptococcus mutans.

2.2.1. Generalidades del grupo.

Streptococcus mutans es una bacteria cariogénica incitadora de la caries, Gram positivo
capaz de metabolizar un rango de carbohidratos mayor que cualquier otro microrganismo Gram
positivo, fue aislado e identificado por J. Kilian Clarke en 1924 a partir de lesiones cariosas en
humanos. Lo denominé S. mutans por las formas mutantes en que se presentan: cocobacilo (forma
ovalada) en un medio acido y coco (forma redonda) en un medio alcalino. Esta bacteria es anaerobia
facultativa, es decir, puede utilizar el oxigeno para crecer, pero si este no esta presente también
puede sobrevivir, aunque su crecimiento 6ptimo ocurre en anaerobiosis; sus medios de vida son el
tracto respiratorio, gastrointestinal y bucal del hombre; crecen a una temperatura de 37°C, y se
pueden ver afectadas con respecto a la ausencia y exceso de carbohidratos (Koneman et al., 2008).
Los componentes de la pared celular del S. mutans son: polisacaridos, acidos teicoicos,
glucosiltransferasas y proteinas de union a carbohidratos (lectinas), y estan asociadas a estructuras
de las bacterias como fimbrias, capsulas, pilis (Rocha, et al., 2004).

La mayoria de las cepas de S. mutans fermentan al manitol, sorbitol entre otros azucares y
sintetizan polimeros azucarados como lo son: glucanos solubles (dextranos), glucanos insolubles
(mutanos) y fructanos solubles (levanos), por medio de enzimas extracelulares asociadas con la
pared celular de S. mutans, glucosiltransferasa (GTF’s) y fructosiltransferasa (FTF’s), que parten la
molécula de sacarosa en monosacaridos; los grupos glucosidicos y fructosidicos son transferidos a
receptores de glucanos y fructanos respectivamente. La produccién de fructosa se utiliza como
sustrato para el crecimiento de las bacterias, mientras que la glucosa se polimeriza para formar una
malla de glucano, asi como &cido lactico que dafia el esmalte; la malla, conjuntamente con una gran
poblacion de S. mutans, otras bacterias y residuos organicos, dan lugar a la formacion de la placa

dental que se adhiere tan firmemente a la superficie de los dientes (Ingraham et al., 2004).

Marsh en estudios experimentales en animales demostré que la habilidad de inducir caries

dental no es una propiedad exclusiva de una especie, estableciendo que los Streptococos del grupo
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mutans (Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus) y los lactobacilos son bacterias cariégenas
mas agresivas. Sin embargo, el S. mutans no siempre comprende la porcién mayoritaria de la
microflora inicial en las lesiones y enfermedades bucales, pero su numero se incrementa

considerablemente conforme las enfermedades progresan (Prieto, 2004; Marsh, 1999).

La capacidad patogénica del S. mutans se fundamenta principalmente en sus propiedades
adhesivas, asi como de su capacidad acidofilica, acidogénica y acidurica, ademas de otros
mecanismos que incrementan su virulencia durante el proceso cariogénico (Gamboa et al., 2004).
Como ya lo mencionamos, los microorganismos tienden de forma natural a adherirse a superficies
bidticas y abibticas para multiplicarse, y sumergirse en una matriz viscosa, formando colonias

microbianas conocidas como biopeliculas y en este caso S. mutans no es la excepcion.

2.2.2. Biopelicula.

El término biofilm se introdujo en 1978 por J. William Costerton. El biofilm, biopelicula, es
una formacion de agregados bacterianos, usualmente existentes como comunidades cercanamente
asociadas que se adhieren a una variedad de superficies naturales o artificiales, en un medio acuoso
que contiene una concentracion suficiente de nutrientes para sostener las necesidades metabdlicas
de la microbiota (Pérez, 2005). Suele estar compuesto de 20-30 especies bacterianas distintas. La
pelicula contiene albumina, lisozima, glicoproteinas, fosfoproteinas, lipidos y componentes del fluido
gingival. Otras caracteristicas tales como pH, nutrientes, fuerza idnica, y temperatura juegan un
papel importante en el rango de microorganismos unidos a los sustratos (Rocha et al., 2004). Los
estudios sobre las biopeliculas han demostrado que son de naturaleza organica y comienzan a

formarse minutos después de la exposicion, por lo que continian formandose por varias horas.
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2.2.3. Formacion de biopelicula.

En la formacién de la biopelicula interviene una combinacion de fuerzas fisico-i6nicas,
hidréfobas, de Van der Waals y ademas se detecta fijacion de hidrégeno entre la superficie dentaria
y los componentes organicos e inorganicos de la saliva. EI esmalte limpio tiene mas grupos
accesibles de fosfatos que iones calcio. La adsorciéon de moléculas en esta superficie engloba la
interaccidn de los grupos fosfatos con los iones de calcio de la saliva para formar puentes de carga
negativa (carboxil-fosfato-sulfato y acido sialico). Las células microbianas se integran a través de
una matriz polimérica extracelular, mezcla de polisacéridos, proteinas y DNA secretado por ellas;
estas sustancias permiten que la biopelicula funcione como sistema (Negroni, 2009). Con base a la

bibliografia consultada se resume la formacién de la biopelicula en la caries en las siguientes fases:

Fase I (adhesion): Se da la formacidn de biopelicula adquirida sobre la superficie del diente,
compuesta fundamentalmente por glicoproteinas y anticuerpos. Esta pelicula modifica la carga y la
energia libre de la superficie dentaria debido a las fuerzas fisicoquimicas entre las bacterias y la
superficie del diente recubierta, incluyendo fuerzas de Van der Waals, lo que favorece la adhesion
bacteriana que una vez que perciben una superficie, proceden a formar una unién activa via
apéndices, como fimbrias, flagelos o pilli (Nazar, 2007). Las bacterias que se unen inicialmente, son

Streptotoccus mutans y el lactobacillus (Enrile, 2009).

Fase Il (crecimiento): La bacteria una vez adherida comienza a dividirse y las células hijas
se extienden alrededor del sitio de unién, formando una microcolonia, se da la formacién de una
monocapa sobre la superficie. A medida que las colonias aumentan sobre la superficie se construye

la matriz de la biopelicula que se despliega de forma tridimensional (Nazar, 2007).

Fase Il (desprendimiento): Inmediatamente después que la biopelicula obtuvo la
maduracion de algunas células, ya sea aisladamente o en conglomerados bacterianos, se libera la
matriz para poder colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de formacion y desarrollo de la

biopelicula. El desprendimiento puede ser resultado de fuerzas externas a la biopelicula o procesos
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activos inducidos por él (Nazar, 2007), aunque la tasa de desprendimiento de los conglomerados
bacterianos no esta clara, debido a que el numero de microorganismos en la fase planctdnica
(saliva) promedio es de diez hasta millones por mililitro. Por lo tanto, el desprendimiento de los
microorganismos se debe considerar como un proceso continuo durante el desarrollo de la
biopelicula (Svensater et al., 2004). En la Figura 2 se ilustran las etapas de formacién de la

biopelicula.
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Figura 2. Diagrama de las etapas de la formacion de la biopelicula.
Tomado de Svenséter et al., 2004.

2.2.4. Inhibicién quimica de las biopeliculas.

Debido a la resistencia que opone la biopelicula a la accion de los antimicrobianos, el control
quimico resulta poco efectivo. La eliminacién exagerada de microbiota bucal puede determinar la
colonizacion y proliferacién de microorganismos oportunistas, tales como Candida y coliformes.
Hasta el momento no se ha logrado el antimicrobiano ideal (Negroni, 2009). En la Tabla 1 se

resumen las caracteristicas idéneas de un agente antibacteriano.
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Tabla 1. Caracteristicas idéneas de un agente antibacteriano.

QD

Debe eliminar rapidamente la placa organizada.
Debe inhibir la formacion de nueva placa.

No debe de ser toxico.

No debe poseer efectos secundarios adversos.

Debe tener caracteristicas organolépticas aceptables.
f) Debe poseer sustantividad.

g) No debe ser inactivado por productos de los
microorganismos o0 del hospedador.

h) No debe originar resistencia bacteriana.

i) Debe alterar en forma minima la microbiota asociada
con la salud.

j) No debe ser carcinogénico.

(=2

o

(¢
—_— = | — ==

@D

Segun Negroni, existen susceptibilidades con respecto a los antimicrobianos respecto a su

capacidad de actuar para inhibir la formacion de biopeliculas que origina la caries. Estas son:

a) Cargas y superficies libres de energia.

Tanto las bacterias como las superficies de la cavidad bucal poseen cargas eléctricas. Las
fuerzas repulsivas encontradas en una interfase constituyen la electrocinética o “potencial Zeta”. En
las bacterias este potencial puede ser determinado por medio de su movilidad electroforética. Los
‘potenciales zeta” de las bacterias aumentan con una hidrofobicidad decreciente, en tanto que las
bajas cargas de superficie y la alta hidrofobicidad favorecen la adherencia bacteriana. Un agente
que al ser liberado localmente puede aumentar la carga en las bacterias o de las superficies bucales

0 ambas en teoria puede reducir la adherencia bacteriana (Negroni, 2009).

Los preparados con estafio y aminofluoruros aplicados localmente pueden reducir la energia

libre de superficie de un esmalte limpio y de la pelicula adquirida, pero poseen baja sustantividad, la
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cual es la capacidad de un agente de unirse a distintas localizaciones de la boca, para liberarse
lentamente en forma activa manteniendo niveles terapéuticos. Ademas, la propiedad antimicrobiana

del estafio no es clara (Negroni, 2009).

b) Hidrofobicidad de los microorganismos.

La adherencia de algunas especies bacterianas a las piezas dentarias es un ejemplo

practico del fenomeno de hidrofobicidad.

S. sanguinis y S. mitis se consideran especies con alta hidrofobocidad que se adhieren
fuertemente a peliculas salivales experimentales; en cambio, S. mutans y S. salivarius se consideran
de baja hidrofobicidad. Se a demostrado que el cation litio (Li*) y el ion tiocianato, reducen la
adherencia de S. sanguinis a la pelicula adquirida en un 81% y un 94%, respectivamente (Negroni,
2009).

El tiocianato de sodio interfiere a nivel de las interacciones receptor-adhesina, posiblemente
por solubilizar las proteinas bacterianas presentes en la saliva que participan en la adhesién a la
hidroxipatita (Negroni, 2009).

c) Adhesinas e interacciones especificas.

Las adhesinas, que pertenecen a la superficie de las células bacterianas, interactuan en
sitios especificos de la biopelicula con los llamados receptores, facilitando la adhesién en las
bacterias. Podria controlarse esta adherencia por medio de analogos de las adhesinas capases de

bloquear receptores.

Por ejemplo, la adherencia de S. mutans a proteinas de la pelicula adquirida puede ser
impedida por compuestos que contengan un grupo amino primario, como galactosamina, manosa y

espermina (Negroni, 2009).

10
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d) Polisacaridos extracelulares.

La adherencia de S. mutans es posible gracias al glucano extracelular insoluble (mutano);
éste puede superar fuerzas repulsivas y adherirse fuertemente al microorganismo. Muchas

sustancias apuntan a ellos para lograr su control.

Las dextranasas producidas por el hongo Penicillium foniculosum fueron utilizadas para el
control de la placa en hamsteres. En seres humanos redujeron el peso seco de la biopelicula, pero

no impidieron su formacion (Negroni, 2009).

2.3. Agentes antimicrobianos.

Para el control de la placa cariogénica se han evaluado varios agentes antisépticos y
antibidticos. Entre los agentes antimicrobianos evaluados en animales con resultados positivos se
encuentran penicilina y actinobolina los cuales pueden ser ingeridos; mientras clorhexidina,
alexidina, octanidina, minociclina, aminoacridina y derivados de la piperazina son utilizados
topicamente. En estudios realizados en seres humanos se ha demostrado que tanto la clorhexidina

como el triclosan reducen la produccion &cida de la placa dentobacterial (Barrancos, 2006).

Por otro lado, el fluoruro de sodio es el agente preventivo de la caries mas importante
utilizado en humanos. Esta sal es un agente capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans (Hamilton,
1990; Bradshaw et al., 2002).

2.4. Funciones generales de los fitoquimicos.

De acuerdo con la literatura, los fitoquimicos con reconocida actividad antibacteriana
pertenecen principalmente a las siguientes clases estructurales: fenoles, terpenoides, alcaloides,
lectinas, polipéptidos y poliacetilenos (Cowan et al., 1999; Gibbons et al., 2004; Copping et al., 2007;
Stavri et al., 2007). Se considera que cada clase de productos, ademas de su funcién potencial

11
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contra patbgenos invasores, posee otras funciones en la fisiologia y funcionalidad de la planta. A

manera de ejemplo, en la Tabla 2 se enlistan las funciones generales de algunos fitoquimicos en la

planta.
Tabla 2. Funciones generales de los fitoquimicos en las plantas
Fitoquimico Funcion en la planta Referencia
Flavonoides, | Sirven como pigmentos de atraccion en las flores para
antocianinas, | la polinizacion y los mecanismos de proteccion contra (Tholl, 2006).
etc los rayos UV.

Por su diversidad y complejidad estructural
Terpenoides | representan un enorme potencial para mediar las (Tholl, 2006).
interacciones planta-entorno.

Aceites Forman parte de los olores de las plantas y sus
esenciales componentes. (Cowan, 1999).

Poseen una funcion constitutiva, y se encuentran
presentes en casi todas las partes de las plantas:
corteza, madera, hojas, frutos y raices. Estos
Taninos compuestos son los responsables del sabor
astringente de los vinos o de las frutas sin madurar, y | (Scalbert, 1991).
como componentes de los colores que se observan en
las flores y en las hojas de otofio.

Pueden poseer funciones de sefializacién, funcionando (Bergey et al.,
Polipéptidos | como mensajeros quimicos intracelulares. 1996;Pearce et
al.,2001).

Los compuestos derivados de plantas pueden inhibir el crecimiento de las bacterias
mediante mecanismos diferentes a los que presentan los antibiéticos utilizados cominmente en la
terapéutica. Se han encontrado diversos registros sobre la actividad antibacteriana de plantas. En
diferentes estudios los compuestos aislados de las plantas pueden poseer actividad biolégica la cual
depende de sus propiedades quimicas y estructurales. A continuaciéon se muestran de manera

general algunos ejemplos de estos compuestos en la Tabla 3.

12
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Tabla 3. Compuestos de origen natural con actividad contra Streptococcus mutans.

Compuesto Estructura Especie de la que Referencia
se aislo

Caesalpina sappan Xong et al.,

Brazilina 2004
Acido Vitis vinifera Rivero-Cruz
oleandlico etal., 2008
o o O o _ Prabu et al.,

Guaijaverina Psidium guajava
2006

Acido _
o o Anacardium Kasemura et
anacardico = _
occidentale al., 2002
C15:1
Acido _
o o P Anacardium Kubo etal.,
anacardico = = _
occidentale 2003
Ci5:3
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Tabla 3. Compuestos de origen natural con actividad contra Streptococcus mutans (Continuacion).

Compuesto Estructura Especie de la que Referencia
se aislo
Meo Chung et al.,
Macelignano Myristica fragans 2006
HO
Timol Thymus vulgaris Chung et al.,
2006
OH
O,
Sanguinarina O o> Sanguinaria Chung et al.,
O | canadensis 2006
Q /®\
4
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2.5. Bursera simaruba.

2.5.1. Generalidades y distribucion.

Las plantas de la familia Burseraceas se caracterizan por ser arboles o arbustos con
sustancias resinosas en casi todos los drganos, presentan canales resiniferos en el interior de la
corteza (Robles et al., 2005; Cuatrecasas, 1957; Swart, 1942).

Son ocho los géneros Burserasea representados en América, seis de los cuales son
endémicos y entre los que se encuentra el género Bursera, que alberga cuatro especies entre ellas
Bursera simaruba (Cuatrecasas, 1957), esta ultima se distribuye desde el sur de Florida y las islas
Bahamas a través de las Antillas Mayores y Menores y penetrando el norte de América del sur
(Francis, 1990; Instituto Geografico “Augustin Codazzi”., 1997). Crece también en ambas costas del
centro de México, a través de la América Central y a lo largo de la costa del Océano Pacifico de las
América del Sur casi hasta la linea ecuatorial (Francis, 1990; Pennington, 1968). En la Figura 3 se

muestra la distribucion de la Bursera simaruba en América Latina.

AMERICA DEL NORTE

Ceeano Atiantico

AMERICA DEL SUR

Figura 3. Distribucién natural de Bursera simaruba, en América Latina.
Adaptado de Francis, 1990.
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2.5.2. Sinonimias bhotanicas y clasificacion cientifica.

Entre las principales sinonimias encontramos las siguientes: Bursera gummifera L.; Pistacia
simaruba L.; Elaphrium ovalifolium Schlecht; Bursera bonairensis; Bursera integérrima (Tul.); Bursera
ovalifolia (Schitdl.) Engl.; Bursera subpubescens (Rose) Engl.; Elaphrium simaruba (L.) Rose.;
Elaphirum subpubescens Rose; Pistacia simaruba L. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2012).

Respecto a la clasificacion botanica de la Bursera simaruba, se muestra la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion cientifica de Bursera simaruba
Tomado de Instituto de Ciencias Naturales, 2012.

Nombre comun: | Indio desnudo,  Almécigo,
Chacd, Palo mulato, Jobo,
copalillo, gumbo-limbo, jifiote,
carafa, jifiocuabe, etc.
Nombre Cientifico: | Bursera simaruba (L.) Sarg.
Autor epiteto | (L.) Sarg.
especifico:
Epiteto Especifico: | Simaruba
Reino: | Plantae
Clase: | Magnoliopsida
Orden: | Sapindales
Familia: | Burseraceae
Género: | Bursera
Phylum: | Magnoliophyta

2.3.3. Descripcion del arbol de Bursera simaruba.

Es un arbol frondoso de 10 a 30 m de altura, aromatico, se distingue facilmente por la
corteza lisa de color castafio rojizo o cobrizo que se desprende en |&minas como si fuera papel,
exponiendo la corteza interior de color castafio verdoso, con una pequefia torcedura en su parte

media o superior. Otras caracteristicas distintas son: una resina grisacea con sabor a trementina que
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emana al hacer incisiones en la corteza; el olor es ligeramente picante o0 semejante a trementina que

desprenden las hojas trituradas, el fruto y las ramitas al ser cortadas (Little, 1907).

Presenta hojas alternadas, compuestas, imparipinadas, de 1-5 pares de foliolos. Las flores
son verdosas o amarillas y se disponen en particulas axilares color rojizo. Los frutos son secos
dehiscentes, tipo capsula y se agrupan en ramas; las semillas son aristadas, color naranja al
madurar, provistas de un arilo rojo que las cubre totalmente. Las flores y el fruto nacen generalmente
en la primavera antes o al mismo tiempo que las hojas nuevas, o a veces en el verano. Pierde sus
hojas en la época seca del afio. Generalmente son dioicas, es decir, que las flores femeninas y
masculinas son producidas por individuos distintos y se desarrollan previa o simultdneamente a las

nuevas hojas (Rojas, 2006).

Es una especie que se da en una amplia variedad de climas y condiciones de suelo; prefiere
areas abiertas y vegetacion secundaria o bosques intervenidos. Con frecuencia se utilizan en cercas
vivas. Su madera es suave, blanca, maleable y se le puede dar un fino acabado, se utiliza para la

fabricacion de diversos articulos de carpinteria asi como construcciones de vivienda (Zamora, 2000).

Figura 4. Vistas del arbol (a), frutos (b) de B. simaruba. Adaptado de Rojas, 2006.
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Figura 5. Tronco (c), corteza (d) de B. simaruba. Adaptado de Rojas, 2006

2.4. Copal.

2.4.1. Definicion.

Los copales pertenecen al género Bursera, el cual prosee alrededor de 100 especies
distribuidas exclusivamente en el continente americano. Derivado del nahuatl “copalli” que después
se trasformé por los espafioles a copal, este término se refiere a todas las resinas usadas por los
aztecas, provenientes de arboles de la familia como Protium, Bursera, Pinus, Liquidambar. El copal
era usado para ritos religiosos y en la medicina herbolaria. Trabajadores del ambar clasificaron a las

resinas que no fosilizaban como copal (Langenheim, 2003).

2.5. Resina.
2.5.1. Definicion.

A lo largo de la historia del hombre la definicion de resina ha pasado de ser la savia o
exudado, que incluyen numerosas sustancias de las plantas, hasta cualquier exudado de la planta
que sea pegajoso; y se considerd posteriormente a la resina como un conjunto de sustancias

insolubles en agua y que en ultima instancia endurece cuando es expuesta al aire. Existe una
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confusion con respecto a exudados de plantas, incluyendo goma, mucilagos, aceites, ceras y latex.
Por medio de diferentes estudios de cromatografia y espectroscopia en los afios 1940 y 1950 se

pudo cuantificar y conocer su composicion quimica.

2.5.2. Obtencion.

La resina es secretada en estructuras de almacenamiento especificas las cuales son de
gran importancia para la defensa de la planta, la extraccién se lleva a cabo por medio de incisiones
de la corteza, para su uso. En la Figura 6 se muestra un ejemplo de la extraccion de la resina
(Langenheim, 2003).

Figura 6. Ejemplo de extraccion de resina.
Adaptado de Langenheim, 2003.
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2.5.2. Composicion de la resina de B. simaruba.

Diversos estudios han permitido distinguir los diferentes tipos de resinas, mediante las vias
de biosintesis ha sido posible determinar la formacion de su composicidén quimica. La mayoria de las
resinas se componen principalmente por terpenoides volatiles, terpenoides no volatiles, diterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos y/o terpenoides fendlicos (Langenheim, 2003). La resina de B. simaruba
incluye una variedad de triterpenos tales como lupeol, epilupeol, epiglutinol, B- y a-amirina y se ha
encontrado que picropoligamaina es uno de sus principios activos (Peraza et al. 1992; Langenheim,
2003).

2.5.3. Usos de la resina.

La resina en ocasiones se ha utilizado como incienso en ritos religiosos (Stross 1996;
Langenheim, 2003), como en las celebraciones de Semana Santa, y dia de los Fieles Difuntos; se
vende copal en mercados y se encuentran sahumerios en altares de iglesias, pero sobretodo en las

ofrendas de los hogares tanto del campo, como de la ciudad.

La resina se usa como medicina tradicional, principalmente en la regién de Yucatan para
diversas enfermedades (Morton, 1977). Se considera que al inhalar el humo de la resina o tomarla
en forma de té, ayuda a aliviar enfermedades respiratorias. Su humo también se utiliza para purificar
casas Yy personas, para pedir salud y bienestar o simplemente porque a la gente le agrada el aroma.
El aceite del copal es utilizado en la aromaterapia para tratar ciertas enfermedades, debido a que
tienen efectos sobre el sistema cerebral relacionado con las emociones, entre otros efectos (sistema
limbico). Mientras que en la industria de la perfumeria los monoquiterpenos y sesquiterpenos son

utilizados como una fuente de aromas baratos (Ankarfjard et al., 1 998).
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2.6. Corteza.

2.6.1. Definicion de corteza.

Corteza o ritidoma es la capa mas externa de tallos y raices de las plantas lefiosas, como
los arboles. Es un elemento de gran utilidad en la botanica forestal, asi como en la medicina
tradicional mexicana, su estructura depende basicamente de la relacion entre la velocidad de
crecimiento de la madera; la corteza puede llegar a alcanzar cerca del 10-15 % del peso total del
arbol (Terence, 2005).

2.6.2. Caracteristicas de la corteza de Bursera simaruba.

La corteza de especies como Bursera simaruba se distingue facilmente por el color de la
corteza castafio rojizo y corteza lisa, tiene caracteristicas de una corteza escamosa, la cual se
desprende en piezas semejantes a tejas, de grosor y tamafio variables, las escamas pueden ser
bastante pequefias pero gruesas, en forma de cufias redondas o conchas que dejan una depresion
profunda al desprenderse, a este tipo de corteza se le llama “corteza conchuda” (Terence, 2005). La
corteza de B. simaruba incluye una variedad de compuestos como: lignanos yatein, B-peltain-O-3-D-

glucopiranoside, hinokinin, burselina, picropoligamaina, entre otros (Maldini, 2009).

2.6.3. Usos de la corteza de Bursera simaruba.

La corteza es usada como antipirético (calentura), para hemorragia nasal, dolor muscular,
remedio para el hipo, limpieza de heridas, inflamacidn de ovarios, picadura de arafia, dolor muscular,
etc. Por otro lado, se utiliza para elaborar cajitas artesanales en Olinald, Guerrero, y los tallados de

animales fantasticos o alebirijes en Oaxaca.
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2.7. Usos y propiedades medicinales Bursera simaruba.

B. simaruba es un arbol medicinal muy arraigado en la cultura popular por su potencial
curativo, atribuyéndosele al menos 47 usos posibles. Destaca como un arbol medicinal por su
eventual efecto en el tratamiento de la piel, asi como en el tratamiento de varios tipos de infecciones
e incluso se le atribuyen posibles efectos positivos en enfermedades serias como la diabetes. Los
poderes curativos del también llamado “palo mulato”, tienen que ver en el uso de diferentes partes
de la planta como lo son: los frutos, flores, hojas, raices, corteza y resina; para la prevencion o
tratamiento de diversos problemas de salud de las personas, ya sea en forma de infusiones o en

forma de tinturas.

Los estudios previos realizados utilizando extractos organicos de la familia Burseracea han
demostrado poseer propiedades antiinflamatorias (Sosa et al. 2002), antitumorales (Wickramaratne
et al., 1995; Mc Doniel and Cole, 1972; Biannchi et al., 1968; Bianchi et al., 1968; Cole et al., 1969;
Peraza et al., 1992; Jolad et al., 1997; Jolad et al., 1997; Hernandez et al., 1983; Aranya et al., 2005)
y actividad antimicrobiana relacionada con la presencia de triterpenos tetraciclicos, (Gray et al.,

1997; Robles, 2005). En la Tabla 4, se representan los usos terapéuticos y medicinales para el “palo

mulato”.
Tabla 5. Usos terapéuticos y medicinales reportados para “palo mulato”.
Adaptado de Rojas 2006.
Autor
Uso reportado Segleau, CONABIO, Rodriguez, Gupta, CATIE,

2001 2005 2006 1995 2005

Alergias *

Amigdalitis *

Bronquitis *

Calculos biliares *

Calculos renales *

Cangrena *

Cicatrizacion de heridas ¥
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Tabla 5. Usos terapéuticos y medicinales reportados para “palo mulato”.
Adaptado de Rojas 2006. Continuacién.

Autor
Uso reportado Segleau, CONABIO, Rodriguez, Gupta, CATIE,
2001 2005 2006 1995 2005

Cicatrizacion de ombligo ¥ ¥

Cutis *

Diabetes *
Diarrea * * * *
Disenteria * *
Diurético * * *
Diviesos * *
Dolor de estomago * *

Dolores de cintura *

Enfermedades de la piel * *
Enfermedades venéreas * * ¥ ¥
Erisipela * *
Febrifugo * * * *
Ganglios inflamados *

Gastritis * * * *
Hemorragias *

Higado *

Hipertension *
Impotencia *
Infecciones bucodentales * * *
Infecciones internas *

inflamaciones de piel * *
Insecticida * *
Lombrices *

Resfrios * * * *
Salpullido * * *
Sangrado nasal * * * *
Papalomoyo *

Perder peso * * * *
Piquetes de insectos * * *

Piquetes de serpientes * * *
Purgante * * * * *
Purificar sangre *

Quemaduras de sol * * * *

23




Justificacion g

3. JUSTIFICACION

Las enfermedades de la cavidad oral no siempre son atendidas con la debida seriedad. Es
importante destacar que muchos trastornos gastrointestinales tienen como origen una dentadura
defectuosa o descuidada. Una simple inspeccién de la cavidad oral aporta datos valiosos para el
diagndstico y deteccién de anomalias como las caries, periodontopatias y maloclusiones con
factores de riesgo relacionados entre si o enfermedades infecciosas que radican en inflamaciones

gingivales o en una piorrea alveolar.

Ademas, los programas de salud existentes se enfocan principalmente a la correccién y no
a la prevencion del problema. Otro de los problemas que se enfrentan, es el uso excesivo y a la
automedicacion de antibidticos, lo cual ha propiciado la aparicion de bacterias resistentes, la
disminucion en la eficacia de los tratamientos, limitando el rango terapéutico contra patégenos
ocasionando que los tratamientos se vuelvan mas costosos, invasivos, peligrosos e ineficientes. Las
razones antes mencionadas hacen necesaria la busqueda de alternativas para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. En este sentido, los productos naturales representan una opcién que
ayuda a combatir eficazmente a los microorganismos patdégenos de manera accesible a la poblacion.
Es importante destacar que estudios previos demuestran el valor de los productos naturales en la
prevencion y el tratamiento de las enfermedades de la cavidad oral sin ocasionar efectos adversos

graves e indeseados.

Por tal razén, es de gran importancia la busqueda de alternativas de tipo preventivo,
procedentes de productos naturales que ayuden a combatir eficazmente a microrganismos que
causan enfermedades, sin con ello provocar efectos secundarios en las personas que los ingieran.
Considerando la amplia biodiversidad natural que existe en México, surge como opcién la medicina
tradicional, particularmente las plantas que pudieran reducir la alta incidencia de caries en nuestro

pais.
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Los productos naturales representan una alternativa para la blusqueda de sustancias
quimicas con mayor eficacia para la prevencion de la placa dentobacteriana y de la caries. En este
sentido, la B. simaruba es utilizada en la medicina tradicional para tratar infecciones de la garganta,
dolores de muelas, fuego en la boca, para constipacion, vomito, gripe, tos, hepatitis entre otros.
Estos antecedentes permiten sefialar a la B. simaruba como una posible opci6n ante el tratamiento

de enfermedades infecciosas provocadas por microorganismos bacterianos de la cavidad oral.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General.

Tomando en cuenta lo anterior, el objetivo general del presente proyecto de investigacion,
consiste en aislar y evaluar los compuestos que forman parte de la corteza y resina de Bursera
simaruba que pudieran ser responsables del potencial para inhibir el crecimiento de la bacteria

cariogénica Streptococcus mutans.

4.2. Objetivos Particulares.

Aislar y purificar los compuestos a partir del copal (resina de Bursera) y del extracto
metandlico de la corteza de Bursera simaruba mediante la aplicacion de procedimientos
fitoquimicos convencionales.

i.  Evaluar el efecto sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica S. mutans de los
compuestos aislados de Bursera simaruba.

iii.  Determinar la estructura molecular de los compuestos aislados mediante la aplicacion de

técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Procedimientos generales.

5.1.2. Analisis cromatograficos.

Para realizar el analisis cromatografico, se llevo a cabo el uso de la cromatografia en capa
fina (CCF) tanto de tipo analitica como preparativa. Para el primer caso se utilizaron placas de
aluminio de diversas dimensiones, las cuales estan cubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla
3.5-7.0 ASTM) de 0.1 mm de espesor y para la segunda se realizaron sobre placas de vidrio de 20 x
20 cm (cubiertas con gel de silice 60 F2s4 Merck) con un espesor de pelicula de 2 mm, utilizando

diversos sistemas de elucidn en ambos casos.

Las placas se visualizaron con ldmpara de luz ultravioleta a dos diferentes longitudes de
onda (254 nm y 365 nm) y posteriormente fueron reveladas con distintas soluciones cromogénicas
[(anisaldehido sulfurico al 1%; vainillina sulfurica al 5% (1g de vainillina + 1ml HCI+ 100 ml de
metanol) sulfato cerico amoniacal)], seguido de un calentamiento a 100°C aproximadamente, hasta

la visualizacién de los compuestos.

Se realiz cromatografia en columna abierta (CCA) empleando gel de silice Kieselgel 60
Merck con un tamafo de particula de 0.063-0.200mm, 70-230 mesh ASTM, empacado en una
columna de vidrio(6 x 60 cm), utilizando como sistema de elucion diferentes proporciones de
disolventes tales como 8:1:1 de (hexano, AcOEt, diclorometano). Por otra parte, se realizd
cromatografia fase reversa (CFR) empleando C18, empacado en una columna de (5 x 60 cm),

utilizando como sistema de elucién metanol puro.

5.1.3. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrometrias.

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de Servicios de

Apoyo a la Investigacion (USAI), en el Edificio B de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los
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espectros de resonancia magnética nuclear para proton (RMN-'H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-
13C, 100 MHz) se realizaron en un equipo Varian modelo VNMRS. Los espectros de masas se
determinaron en un Thermo Electron DFS (Double Focus Sector) introduccion directa, ionizacion
directa a 70 eV. Los espectros RMN se llevaron a cabo utilizando CDClz como referencia reportando

los desplazamientos quimicos en ppm.

5.2. Material Vegetal.

La corteza y resina de Bursera simaruba se compraron en el Mercado de Sonora en la Ciudad
de México. Se guardé una muestra de referencia en el laboratorio 111, del conjunto E de la Facultad

de Quimica de la UNAM.

5.3. Estudio quimico de la corteza B. simaruba.
5.3.1. Proceso de extraccion de la corteza.

Se utilizaron 0.5 Kg de la corteza B. simaruba para la extraccion con metanol (1L) mediante
un proceso de maceracion durante una semana a temperatura ambiente. El proceso se repitio tres
veces en un periodo de tiempo de tres semanas. Al término de cada proceso de extraccion el
material vegetal se filtré y el extracto resultante de coloracion café se concentré al vacio para

recuperar el disolvente.

5.3.2. Fraccionamiento primario del extracto total obtenido a partir de la corteza

de B. simaruba.

El extracto metandlico (13.89 g) se sometid a un proceso de particion con n-hexano y una
mezcla de metanol:agua (50:50). Como resultado este proceso, se obtuvieron dos fracciones de

diferente polaridad, las cuales se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador.
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5.3.3. Fraccionamiento secundario de la corteza.

Una porcién de 9.027g de la fraccion hexanica derivada del extracto de B. simaruba se
sometid a un proceso de fraccionamiento cromatografico en columna abierta sobre gel de silice y
como fase movil hexano:AcOEt:CH2Cl> (8:1:1). El proceso descrito, permitio la obtencion de 78
fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron en base a su similitud cromatografica en tres
fracciones combinadas (IC, IIC y IlIC). En la Tabla 6 se resume el proceso de fraccionamiento

secundario.

Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la corteza
de Bursera simaruba

Sistema de elucion Fracciones Clave
reunidas asignada
IA-XIA IC
Hexano/CH2Clz/AcOEt XIA-XVIIA IC
(8:1:1) XVIIA-XXXIIA IC

5.3.4. Obtencion y purificacion del triterpeno epilupeol a partir de la fraccion IIC.

La fraccion |IC fue sometida a un proceso de recristalizacién con una mezcla de disolventes
de diclorometano y metanol en una proporcién (1:1). Este proceso permitié la obtencion de unos
cristales de color blanco en forma de ajugas, que se caracterizd mediante técnicas espectroscopicas

y espectrométricas como [3-amirina.

En el Diagrama 1 se resume el proceso de fraccionamiento del extracto total obtenido a

partir de la corteza de Bursera simaruba.
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Corteza B, mwarnba

-Macescidn; MeOH x 72 has.

Extracto Coxteza

qer Pateeifn (MeOH/H20 Hexano), (LL1)
Fraccionamiento

—_—

Extracto hexin=o

-CCA; FE. rtiliea gel Meck 60
7do. F.AL: hes. /CH:Z12/AcOE! (8:1:1)

Fraccionamiento

| 1azas NIA-XVIIA XVIILA-XXXILA

-Recrstalizacién MeOH/CH2CL (1:1)

*Compuesto puro ?FFI‘

Diagrama 1. Fraccionamiento de la corteza de B. simaruba.
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5.4. Estudio quimico de la resina de B. simaruba.

5.4.1. Proceso de extraccion de la resina.

Mientras de la resina se utilizd 100 g de resina de la B. simaruba para la extraccion con n-
hexano obteniendo dos fracciones una soluble en n-hexano y otra insoluble. La fraccion soluble se
filtrd y concentré al vacio, obteniendo un extracto de color blanco. Esta fraccion contenia

principlamete a-amirina.

5.4.2. Fraccionamiento primario del extracto obtenido resina de B. simaruba.

Una porcién de 63.4 g de la fraccion no soluble en n-hexano de la resina se sometié a un
proceso de fraccionamiento cromatogréafico en columna abierta sobre gel de silice y como fase mévil
hexano:AcOEt:CH2Cl, (8:1:1). Esto permitié la obtencion de 53 fracciones de 500 ml cada una, las
cuales se reunieron en base a su similitud cromatografica. Obteniendo un total de cuatro fracciones
combinadas (FB1, FB2, FB3 y FB4). La Tabla 7 muestra el fraccionamiento primario del extracto

hexanico de la resina.

Tabla 7. Fraccionamiento primario de la resina de Bursera

simaruba
Sistema de elucion Fracciones Clave
reunidas Asignadas
F1-F14 FB1
Hexano/CH2CI2/AcOEt F15,F16 FB2
(8:1:1) F17-F33 FB3
F34-F62 FB4
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5.4.3. Fraccionamiento secundario de la resina.

Se tomo 1.7 g de la fraccidén FB3 y se absorbié en silice, para ser sembrada en una columna
de fase reversa C1g como fase estacionaria y metanol como fase mévil. Obteniendo diez fracciones
combinadas (FR1, FR2, FR3, FR4, FR5, FR6, FR7, FR8, FR9 y FR10). La Tabla 8 resume el

fraccionamiento secundario de esta.

5.4.4 Obtencion y purificacion del triterpeno epilupeol a partir de la fraccion FR6.

Durante la recoleccién de muestras de la columna Cis, al hacer la CCF de las diferentes
fracciones, resultd que la fraccion FR6 tenia un compuesto puro de coloracién blanca que en las
diferentes fracciones recolectadas precipitd unos cristales de color blanco en forma de agujas, que
se concentrd para recuperar el disolvente, que se caracteriz6 mediante técnicas espectroscopicas y

espectrométricas como epi-lupeol.

Tabla 8. Fraccionamiento secundario de la resina de B. simaruba

Sistema de elucion Fracciones Clave
reunidas asignada

F1-F5 FR1

F6,F7 FR2

F8-F10 FR3

F11-F13 FR4

MeOH F14-F17 FR5
F18-F21 *FR6

F22,F23 FR7

F24-F28 FR8

F29-F33 FR9

F34-F38 FR10
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5.4.4 Obtencion y purificacion del triterpeno a-amirina a partir de la fraccion
FR10.

Se pesd 25 mg de la FR10 y se disolvié en 10 ml CH.Cl, para ser aplicada sobre una placa
de vidrio de 20 x 20 cm, cubiertas con gel de silice 60 F2s4 Merck con un espesor de pelicula de 2
mm como fase estacionaria y como fase movil hexano/AcOEt/CH2Cl, en una proporcion (8:1:1), se
eluyo tres veces entre cada elucion se observo al UV en onda larga y onda corta, debido a la
ausencia de compuestos croméforos, se reveld solo las orillas de la placa, inmediatamente después,
se selecciond la zona deseada para observar la distribucion de las bandas en la placa, obteniendo
asi 4 bandas, de las cuales se retiraron de la placa de vidrio con ayuda de una espatula para
posteriormente macerar en una mezcla de disolvente (hexano/CH,Cly; (1:1)) después se filtr6 el gel
de silice al vacio, finalizando con la concentracion de la extraccion de cada una de las bandas.
Obteniendo asi. el compuesto denominado FRB1. Este se caracterizd mediante técnicas

espectroscopicas y espectrométricas como a-amirina.

El Diagrama 2 resume el proceso de fraccionamiento del extracto total obtenido a partir de la

resina de Bursera simaruba.

5.5. Ensayo bioldgico.

Los microrganismos de prueba utilizados para determinar la actividad bacteriana del extracto
hexanico de la corteza, resina, las fracciones obtenidas y de los compuestos aislados, fueron
Streptococus mutans (ATCC 700611) siendo este un agente causante de caries.

Para el crecimiento dptimo de dichas bacterias, se utilizd como medio de cultivo el caldo de la

infusién de cerebro-corazén (BHI).
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[ Resina B. simarsba
|-Maceracién n-hexans x 72 hrs.
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F.AL: hex. /CH>Cl/AcOEe 8:1:10

3!!'.
*Bl
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Diagrama 2. Fraccionamiento de la resina de B. simaruba.
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5.5.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La actividad bacteriana se determin6 con base en un ensayo de microdilucién en placa de
96 pozos. Se incubaron los cultivos de las bacterias por 24 horas. Posteriormente, se centrifugaron a
10 000 rpm/10 minutos, se lavaron con buffer de fosfato 0.05 M (PBS, pH 6.8) dos veces para
después ser resuspendidas en la misma solucién. La suspension de células se ajusté utilizando un
espectrofotometro y el Estandard de Mac Farland. En cada pozo se colocaron: el medio de cultivo, 5
x108 UFC/mL de S. mutans y el compuesto de prueba en diluciones seriadas. Las muestras se
realizaron por duplicado para cada concentracion de prueba, utilizando diferentes controles como se
muestra en la Tabla 5. Finalmente, las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una

incubadora Symphony VWR.

5.5.2. Procedimiento general del ensayo.

Se adicionaron 100 I de medio BHI en todos los canales mas 100 il de los componentes a
probar CFFT, FRA6 y BSH2 (en una concentracién 1 jug de muestra en ml de disolvente en nuestro
caso se utilizo DMSO) con una concentracion de 1000 pg/mL en el pozo del primer canal, de igual

forma se adicionaron 100 pul del control positivo (gluconato de clorhexidina 0.12%).

Tras lo anterior, se realizaron 12 diluciones seriadas; este proceso se realizd transfiriendo
100 pl, de pozo en pozo, desechando los Ultimos 100 pl, del ultimo pozo para adicionar después 80
I de medio con 1% de sacarosa en todos los pozos, y finalmente 20 il de suspension previamente

ajustada de S. mutans en cada pozo.

Las placas se incubaron durante 24 horas en condiciones aerobias a una temperatura de
37°C, en una incubadora Symphony VWR, el crecimiento se estimé espectroscdpicamente (Asso nm)

utilizando un lector de placas Bio-Rad (Aeso nm).
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El valor de CMI para cada microorganismo utilizado se determind como la concentracion
minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos de 0.05 Agso nm., comparado con un

control positivo que fue CHX al 0.12 %. En la Tabla 9 se muestran los controles utilizados para el

bioensayo.
Tabla 9. Controles para el ensayo bioldgico
Medio de cultivo Compuesto de prueba Condiciones
Control negativo Con inculo SC 37°C
Blanco Sin in6culo SC 37°C
Control positivo Con indculo Clorhehexindina (CHX) al 0.12 % 37°C

SC: sin compuesto prueba.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El material de estudio fue seleccionado con base en los estudios reportados en la medicina
tradicional. Como se describe en la Tabla 5, uno de los usos tradicionales de la B. simaruba es en el
tratamiento de las infecciones bucodentales, por lo que este estudio se enfoco bioldégicamente en
esta direccion, y durante la realizacién de los ensayos biolégicos preliminares se establecid que los
extractos preparados a partir de la resina y de la corteza de B. simaruba inhiben el crecimiento de la
bacteria de S. mutans. La determinacion del potencial antibacteriano del extracto total preparado a
partir de la corteza de B. simaruba, se realizé utilizando el método de microdilucién en placa de 96
pozos y siguiendo la metodologia descrita por el Dr. Rivero Cruz y colaboradores (Rivero-Cruz et al.,
2008). Cabe mencionar que un extracto vegetal es considerado activo si presenta una CMI menor a
1000 pg/mL (Wu et al., 2002; Rivero-Cruz et al., 2008).

El estudio quimico de resina y corteza de la de B. simaruba se realiz6 con la finalidad de
aislar los compuestos activos responsables de la actividad antibacteriana encontrada para los
extractos totales (Tabla 11 y Tabla 12). Como ensayo biolégico de monitoreo se empled el mismo
que permitié detectar la actividad biologica del extracto original. Los resultados de esta evaluacién
indicaron que el extracto total preparado a partir de la corteza y resina de B. simaruba presentaban

una concentracién minima inhibitoria de (CMI) 1000 pg/mL y 500 ug/mL, respectivamente.

La preparacién del extracto total de la corteza se realizd utilizando un proceso de
maceracion, tal como se indico en la Parte Experimental (5.3.1). Luego, el extracto resultante se
sometio a un fraccionamiento por particion con hexano:metanol:agua. De este proceso se obtuvieron
dos fracciones: una acuosa y una hexanica. La fraccion hexanica fue sometida a una cromatografia
en columna abierta que permitié aislar y determinar la estructura quimica del terpenoide B-amirina.

La concentracién minima inhibitoria para este compuesto fue de (CMI) 1000 pg/mL para S. mutans.
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Tabla 10. Actividad antimicrobiana (CMI) del extracto y de las fracciones de la corteza sobre las
bacterias Streptococcus mutans.

Extracto CMI (ug/ML)2
Extracto total 1000
Fraccion lIC 1000
*CFFT 1000

al os valores representan el promedio de un minimo de tres
repeticiones por cada experimento.

* Compuesto puro.

El compuesto CFFT fue caracterizado por comparacion de sus constantes espectroscopicas
y espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura y con muestras autenticas como la -
amirina (Figura 7). En la Tabla 12 se resumen los desplazamientos quimicos de hidrégeno vy las
constantes de acoplamiento de la 3-amirina (1); en las Figuras 9, 10 y 17 los espectros de RMN-'H,
RMN-13C y EMIEM respectivamente.

La preparacion del extracto total de la resina se realizé utilizando un proceso de maceracion,
tal como se indicé en la Parte Experimental (5.4.1). Después, el extracto resultante se sometié a un
fraccionamiento con hexano. De este proceso se obtuvieron dos fracciones una soluble y otra
insoluble en hexano. La fraccién insoluble en hexano fue sometida a una cromatografia en columna
abierta, obteniendo cuatro fracciones combinadas, de las cuales la fraccién mayoritaria FB3 con una

concentraciéon minima inhibitoria de 250 (CMI) pg/mL para S. mutans.

La fraccion FB3 fue sometida a un segundo fraccionamiento cromatogréfico, el cual permitio
aislar al terpenoide epi-lupeol. El triterpenoide se purifico mediante un proceso de recristalizacion
por par de disolventes a partir de la fraccion FR6. El epi-lupeol se evalud para conocer su efecto
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sobre el crecimiento de la bacteria de prueba y como resultado se observo que inhibia el crecimiento
de S. mutans con una concentracion minima inhibitoria de (CMI) 1000 ug/mL. Por otra parte, a partir
de la fraccién FR10 (CMI = 250 ug/mL para S. mutans) mediante sucesivas cromatografias se aisl6

la o-amirina.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana (CMI) del extracto y de las fracciones de la resina sobre las
bacterias Streptococcus mutans.

Extracto CMI (pg/ML)2
Extracto hexano insoluble 500
FB3 (hexano/CH:Cl,) 250
*FR6 (columna C1s) 1000
FR10 (columna Cys) 250
*B1 1000

al os valores representan el promedio de un minimo de tres
repeticiones por cada experimento.

* Compuestos puros.

Los compuestos fueron caracterizados siguiendo una estrategia similar a la descrita para la
[-amirina. En la Tabla 13 se resumen los desplazamientos quimicos de hidrégeno y carbono, asi
como las constantes de acoplamiento del epi-lupeol (2) y en las Figuras 12,13 y 18 se muestran los
espectros de RMN-'H, RMN-3C y EMIEM respectivamente. Los compuestos mostraron una CMI de
1000 pg/mL para S. mutans. En la Tabla 14 se resumen los desplazamientos quimicos de hidrégeno
y carbono, asi como sus constantes de acoplamiento de a-amirina (3), mientras que en las Figuras
15, 16 y 19 se muestran los espectros de RMN-'H, RMN-13C y EMIEM respectivamente. En la Figura

7 se muestran las estructuras de los compuestos aislados.
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-amirina (1, CFFT)

\\\\\\\
R

epi-lupeol (2, FRG)

o-amirina (3, B1)

Figura 7. Compuestos aislados de la resina y el extracto hexanico de la corteza de B. simaruba.
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Tabla 12. Constantes espectrométricas de f—amirina.

Posicion | RMN (5'H) | RMN (3 3C) | Posicion | RMN(5'H) | RMN (5 %°C)
T 38.95 16 175m 26.33
I — 27 41 A — 32.66
3 3.24 (dd, J=4.4; 79.20 18 | 197(dd, J=3.7; |  47.00

11.1) 13.2)
4 38.76 I — 41.89
5 0.75(d, J=11.04) | 4781 N — 29.86
I — 18.55 A — 34.9
7l — 31.25 22 1.88 m 37.31
I — 55.35 23 0.77 s 28.27
I — 4740 24 0.88's 15.67
T — 37.12 25 0.74's 15.67
T — 23.70 26 0.95s 16.98
12 5.20 (t, J= 3.5) 121.88 27 1155 26.16
F I R — 145.35 28 0.98's 2857
VR I — 39.96 29 0.84's 32.82
15 204 m 2711 30 0.80's 23.86

Figura 8. Estructura quimica de B—amirina.
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Tabla 13. Constantes espectrométricas de epi-lupeol

Posicion | RMN (5 'H) | RMN (d 3C) | Posicion RMN (5 H) RMN (& 13C)
" 30.09 16 | e 35.82
y 2 34.38 17 | 43.14
3 3.39 (, J=4) 76.48 18 | e 48.53
N 37.76 19 2.39 (td, J=5.9; 11.0) 48.26
[ 49.26 20 | e 151.24
[ I 18.51 21 | e 28.48
7 | e 33.48 Y 40.24
8 | - 41.26 23 0.97s 27.62
9 | 50.45 24 0.80s 22.39
0 | e 37.52 25 0.85s 18.21
11 | e 21.02 26 1.04s 16.21
12 | 25.36 27 0.94s 14.87
13 | 38.26 28 0.83s 18.26
14 | 43.25 29 4,69 & H-29',4.57 s, 109.52

ancha
T 25.64 30 1.69 s 19.52
.
HO\\\\\

Figura 11. Estructura quimica de epi-lupeol.
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Tabla 14. Constantes espectrométricas de a-amirina.

Posicion RMN (5 'H) RMN (5 °C) | Posicion |  RMN (5 H) RMN (5 *3C)
T 38.78 16 1.84 (td, J= 4.5 26.61
13.5)
2 | 28.73 T — 33.74
3 | 324(dd, J=50;110) | 79.04 R — 59.05
/A — 38.76 T R — 39.60
5 0.74 (d, 3= 11.0) 55.17 T — 39.65
N — 18.34 I — 31.24
7 | e 32.93 22 | 193(dt J=32:69) | 4152
R — 40.00 23 0.92s 28.09
I — 4771 24 0.76 5 15.66
T R — 36.89 25 0.73s 15.61
T — 23.35 26 0.92's 16.85
12 5.14 (t, J=4) 124.38 27 1.08's 23.25
I R — 139.56 28 0.96 s 28.11
7 E— 42.07 29 0.81(d, J=2.6) 17.45
15 | 2.00(td, =45, 134) | 27.26 30 0.74 (d, 3=7.0) 21.38

Figura 14. Estructura quimica de a-amirina.
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Figura 17. Espectro de EMIE obtenido para el compuesto [3-amirina.
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Abundancia Relativa

Figura 18. Espectro de EMIE obtenido para el compuesto epi-lupeol.
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Figura 19. Espectro de EMIE obtenido para el compuesto a-amirina.
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7. CONCLUSIONES

Esta investigacion representa una contribucion al conocimiento de la especie B. simaruba,

planta medicinal utilizada ampliamente en las practicas médicas tradicionales (Rojas, 2006).

Asi, el estudio quimico de los extractos preparados a partir de la resina y corteza de B.
simaruba permitié el aislamiento y caracterizacion de tres triterpenoides epi-lupeol, a-amirina y p-

amirina.

El epi-lupeol (2) y o-amirina (3) se encuentran en cantidad suficiente en la resina, mientras
que B-amirina (1) se encuentra abundantemente en la corteza; todos los compuestos son estables,
se pueden identificar y cuantificar por medio de las técnicas analiticas convencionales. Estos
compuestos se encuentran dentro de los tipos estructurales triterpenoides comunes de la resina de
B. simaruba. Aunque oa-amirina (3), B-amirina (1) son producidos por otras plantas, estos son
conocidos por ser componentes de las resinas generalmente de la familia Burseraceae, por lo cual

estos pueden ser considerados como marcadores de la especie (Becerra et al. 2001).

Por otro lado, los tres triterpenos aislados en el presente estudio (B-amirina, epi-lupeol y o.-
amirina) inhibieron pobremente el crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans en un rango de
concentracion de 1050 ug/mL a 1000 pg/mL. Es importante mencionar que los compuestos han sido
descritos previamente a partir de esta especie y son conocidos por su actividad antiinflamatoria
(Carretero, 2008).
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8. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo de investigacion realizado sobre la especie Brusera simaruba
representa so6lo una pequefa contribucion al estudio sobre la quimica y la actividad antimicrobiana
de esta especie. Es por ello que a partir de este trabajo hemos formulado las siguientes

perspectivas:

e Continuar con el estudio quimico y aislar los compuestos minoritarios que puedan tener una
actividad antimicrobiana mayor que la de los terpenoides aislados.

o Establecer el efecto de los extractos derivados de la corteza y resina de B. simaruba y de

los compuestos puros sobre las enzimas glucosiltransferasas de S. mutans.

e Realizar la sintesis parcial de compuestos analogos mas potentes a partir de los terpenoides

aislados (B-amirina, epi-lupeol y a-amirina).
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