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RESUMEN

La guayaba (Psidium guajava L.) se encuentra dentro de las diez plantas mas
empleadas en la Medicina Tradicional Mexicana para el tratamiento de los
denominados desoérdenes gastrointestinales asociados con la diarrea y la
disenteria. Los extractos y metabolitos detectados en las hojas y frutos de esta
planta poseen una actividad farmacologica; sin embargo, los estudios relacionados
con la actividad biolégica de los aceites esenciales presentes en esta especie
vegetal son muy limitados. El objetivo de este trabajo consistio en evaluar el efecto
del aceite esencial (AE) y sus componentes mayoritarios (cineol, (R) — limoneno,
(S) — limoneno y B-cariofileno) presentes en las hojas de la especie vegetal
Psidium guajava L. sobre las contracciones espontaneas de ileo aislado de
cobayo y su actividad antimicrobiana en bacterias patdégenas que afectan el tracto
gastrointestinal. El efecto antimicrobiano del AE de P. guajava L. y de sus
componentes mayoritarios se determiné por el método de microdilucion con el
indicador azul alamar en cepas de Salmonella typhi (ATCC 6539), Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25932), Pseudomona aeruginosa
(ATCC 9027) y Listeria monocytogenes (ATCC 244). El efecto farmacolégico se
evalué empleando el ensayo de ileo aislado de cobayo. No se detect6 un efecto
antimicrobiano del AE y de sus componentes mayoritarios en las cepas de S. typhi
(ATCC 6539), E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25932) y P. aeruginosa (ATCC
9027). No obstante, el AE y el [-cariofileno inhibieron el desarrollo de L.
monocytogenes (ATCC 244) a una concentracion minima inhibitoria de 50 ug/ml y
de 3.13 pg/ml, respectivamente. Los resultados de las evaluaciones
farmacoldgicas mostraron que el AE, el S-limoneno, el R-limoneno y el cineol
inducen un efecto contractil sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado
de cobayo de manera dosis-dependiente, en donde la concentracién efectiva
media (CEsp) para cada uno de ellos fue de 87.76 ug/ml, 455.2 ug/ml, 38.3 pg/mi
y 76.3 pug/ml, respectivamente. Por otra parte, el AE y el cineol disminuyeron el
tono muscular y la amplitud en las contracciones espontaneas de ileon aislado de
cobayo antes de observarse el efecto contractil, en tanto que el S-limoneno redujo
ambos parametros después de que se presento6 este efecto. El B-cariofileno indujo
un efecto inhibitorio sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de
cobayo dependiente de la concentracién con una concentracién inhibitoria media
(Clsp) de 1365 pg/ml y un efecto maximo (Emax) de 81.6 %. Las evaluaciones de la
actividad antimicrobiana y farmacoldgica del aceite esencial y de sus componentes
mayoritarios obtenidos a partir de las hojas de P. guajava que se muestran en este
trabajo, contribuyen a validar el empleo ethomédico de esta especie vegetal para
el tratamiento de los denominados desordenes gastrointestinales.

Palabras clave: Psidium guajava L., aceite esencial, antiespasmodico,
antimicrobiano, ileo



ABSTRACT

Guava (Psidium guajava L) is within the ten plants used in Mexican Traditional
Medicine for the treatment of gastrointestinal disorders associated with diarrhea
and dysentery. Extracts and metabolites detected in leaves and fruits of P. guajava
show pharmacological activity. Nevertheless, studies related to the biological
activity of essential oils contained in this plant species are limited. The aim of this
work was to evaluate the effect of essential oil (EO) and its major components
(cineole, (R) - limonene, (S) - limonene and B-caryophyllene) elicited from leaves of
P. guajava L against several bacteria associated with infectious diseases and on
spontaneous contractions of isolated guinea pig ileum. The antibacterial effect of
samples was tested against Salmonella typhi (ATCC 6539), Escherichia coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25932), Pseudomona aeruginosa (ATCC
9027) and Listeria monocytogenes (ATCC 244) by microdilution alamar blue assay.
The pharmacological effect was evaluated by isolated guinea pig ileum assay.
Results of antibacterial assay showed that S. typhi (ATCC 6539), E. coli (ATCC
25922), S. aureus (ATCC 25932) and P, aeruginosa (ATCC 9027) were resistant to
EO and its major components. On the contrary, EO and B-caryophyllene inhibited
the growth of L. monocytogenes (ATCC 244) with a minimum inhibitory
concentration of 50 ug / ml and 3.13 pg / ml, respectively. The pharmacological
results show that the EO, S-limonene, R-limonene and cineole stimulate
spontaneous contractions of isolated guinea pig ileum in a dose-dependent
manner. Median effective concentration (ECso) for EO, S-limonene, R-limonene
and cineol was 87.76 ug/ml, 455.2 pg/ml, 38.3 pg/ml and 76.3 pg/ml, respectively.
On the other hand, the EO and cineole decreased muscle tone and amplitude of
spontaneous contractions in isolated guinea pig ileum before the contractile effect,
whereas, S-limonene reduced both parameters after contractile effect. The [-
caryophyllene induced an inhibitory effect on the spontaneous contractions of
isolated guinea pig ileum in a dose-dependent way. Median inhibitory
concentration (ICso) of B-caryophyllene was 1365 pug/ml and maximal effect (Emax)
was 81.6%. Biological activity of the essential oil and its major components from
leaves of P. guajava shown in this work, contribute to validate the ethnomedical
use of this plant for the treatment of gastrointestinal disorders.

Key words: Psidium guajava L., essential oil, antispasmodic, antimicrobial, ileum
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son todos aquellos padecimientos que
afectan al sistema digestivo y son ocasionadas por varios factores que pueden ser
organicos y psicolégicos. Los primeros son debido a bacterias, virus y parasitos que
penetran al organismo a través de alimentos y agua contaminados principalmente

con materia fecal (Garrido et al., 1990).

Los sintomas que se presentan en las enfermedades gastrointestinales son:
fiebre, dolor estomacal o abdominal (célicos), nauseas, vomito, diarrea, constipacion
o estrefiimiento (Wilson, 2005). El tratamiento incluye el uso de antibioticos y

medicamentos anti diarreicos (espasmoliticos) (Alam y Ashraf, 2003).

Se ha calculado que cada afio mueren 1,8 millones de personas como
consecuencia de enfermedades diarreicas (OMS, 2007).

Segun la ENSANUT 2012, la prevalencia de enfermedades diarreicas agudas
en nifos menores de 5 afios en las dos semanas anteriores de aplicacion de la
encuesta fue de 11 %, siendo mayor el porcentaje en el area rural (12.3 %) que en

area urbana (10.5 %).

En la actualidad se le otorga un reconocimiento a los farmacos procedentes
de fuentes naturales y en especial a la fitoterapia. Lo anterior esta justificado en
muchos casos por razones econdémicas, de residualidad, o bien, para disminuir los
efectos toxicos crénicos muy frecuentes en sustancias quimicas puras, con una
tendencia en los paises desarrollados al retorno del empleo de productos naturales
en el tratamiento de diversas afecciones (Morin et al., 1983). Por esta razon, se
destaca el importante papel de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en
cuanto a utilizar la fitoterapia dentro de los programas de salud de los distintos
paises, a través de la validacion de los efectos etnobotanicos, adjudicados a las
plantas empleadas en la Medicina Tradicional (Akerele, 1987).

De acuerdo con la definicion de la OMS (2002) una planta medicinal es: “toda
especie vegetal en la que el todo, o una parte de la misma, esta dotada de actividad

farmacolodgica”.


http://www.monografias.com/trabajos10/formulac/formulac.shtml#FUNC
http://www.monografias.com/trabajos6/napro/napro.shtml
http://www.monografias.com/Salud/index.shtml
http://www.monografias.com/Computacion/Programacion/

En la actualidad a muchas plantas se les ha atribuido propiedades
terapéuticas no justificadas por sus principios activos constituyentes. Por lo que es
evidente la falta de estudios pre-clinicos, clinicos y de seguridad que certifiquen su
validez (Akerele, 1987).

La especie vegetal Psidium guajava L. es considerada nativa de México y se
encuentra dentro de las diez plantas medicinales mas utilizadas en nuestro pais
(Rios et al., 1977; Martinez y Beltran, 1999). Esta planta se desarrolla en todas las
areas tropicales y subtropicales del mundo, adaptandose a diferentes condiciones
climaticas (Stone, 1970). La decoccién de las hojas de P. guajava es utilizada en la
Medicina Tradicional para el tratamiento de desérdenes gastrointestinales por sus
propiedades anti diarreicas, para el tratamiento de gastroenteritis, disenteria, colicos
estomacales y como antimicrobiano para inhibir el crecimiento de bacterias

patégenas del intestino (Abreu et al., 2006; Dakappa et al., 2013).

Los estudios reportados con respecto a las propiedades medicinales de P.
guajava sefialan gque los extractos acuoso, metandlico y etandlico de las hojas tienen
propiedades antiespasmaodicas e inhiben el crecimiento de bacterias asociadas con

enfermedades gastrointestinales en humanos (Smith y Nigel., 1992).

Actualmente, los estudios para determinar el efecto biolégico del aceite
esencial y de sus componentes mayoritarios extraidos a partir de las hojas de P.

guajava son limitados.

Con base en lo anterior, este proyecto de investigacion tiene por objeto
evaluar la actividad farmacoldgica y antimicrobiana del aceite esencial y de sus
componentes aromaticos volatiles mayoritarios obtenidos a partir de la hoja de P.
guajava, a fin de validar su empleo etnomédico para el tratamiento de los
denominados desoOrdenes gastrointestinales. Los resultados derivados de este
trabajo contribuyen a valorar y considerar uno de los recursos naturales de nuestro
pais, a través de la acreditacion cientifica de su potencial nutraceutico para la

prevencion y el tratamiento de enfermedades asociadas con el tracto gastrointestinal.



ll. REVISION DE LITERATURA
2.1 Distribucién geografica de Psidium guajava L.

La guayaba (Psidium guajava L.) es un arbol considerado nativo de México
(Rios et al., 1977). Este fruto se extiende a través de América del Sur, Europa, Africa
y Asia, principalmente en las areas tropicales y subtropicales del mundo
adaptandose a diferentes condiciones climaticas; sin embargo, prefiere climas secos
(Stone, 1970).

Psidium guajava L. es un arbol pequefio con una altura maxima de 10 m y de
corteza delgada, suave e irregular. Las hojas son opuestas, con peciolo corto, ovales
con venas prominentes de 5-15 cm de largo. Las flores son llamativas con pétalos
blanquecinos de mas de 2 cm de largo y con muchos estambres. Los frutos son
carnosos, amarillos, globosos a ovoides miden cerca de 5 cm de diametro con un
mesocarpio rojo comestible que contiene muchas semillas pequefias duras y blancas
(Figura 2.1) (Stone, 1970).

"
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Figura 2.1: Fruto y hoja de Psidium guajava L.



2.2 Empleo etnomédico de Psidium guajava L. en el mundo y en la

Medicina Tradicional Mexicana

Los estudios etnofarmacolégicos recientes demuestran que la especie
vegetal Psidium guajava L. es utilizada en muchas partes del mundo para el
tratamiento de un gran numero de enfermedades, por ejemplo, para controlar la
diabetes, la hipertension, las caries, usado como antiséptico, analgésico, anti-
inflamatorio y para reducir la fiebre. Las regiones del mundo con una larga historia en
cuanto al uso medicinal tradicional de la guayaba estan los paises de América
Central incluyendo a México, asi como paises del Caribe, Africa y Asia. Otros usos
reportados incluyen el tratamiento de gastroenteritis, disenteria, dolores estomacales,
antibacteriano para inhibir el crecimiento de patdgenos intestinales, célicos, etc.
(Pérez-Gutiérrez et al., 2008).

El empleo medicinal de la Psidium guajava L. ha sido reportado en el
compendio de la medicina indigena de América con mayor frecuencia comparado
con el de otras regiones. Psidium guajava L. constituye un elemento importante en la
Medicina Tradicional Mexicana y su principal uso conocido es como anti diarreico
(Lara y Marquez, 1996).

Las hojas de la guayaba se utilizan en infusiones para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales como el vomito, la diarrea, para inhibir el reflujo
peristaltico, la gastroenteritis, para disminuir los célicos (actividad anti espasmaédica),

la disenteria, la distencion abdominal, flatulencia y dafio gastrico (Abreu et al., 2006).

Los extractos acuosos de la hoja de Psidium guajava L. han demostrado ser
efectivos contra un namero muy diverso de microorganismos como por ejemplo:
Aeromonas hydrophila, Shigella spp., Vibrio spp. Staphylococcus aureus, f-
streptococcus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis (Abreu et
al., 2006). De la misma manera, se ha reportado que los extractos metandlicos de
hoja de Psidium guajava L. muestran una actividad anti-rotavirus (Gongalves et al.,
2008).



Estudios previos han demostrado los efectos inhibitorios de los extractos
acuosos, etandlicos y aceite esencial de la raiz y las hojas de Psidium guajava L.
sobre el crecimiento de bacterias resistentes a antibioticos de amplio espectro como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Shigella spp, y
Escherichia coli. Estas bacterias son los principales agentes etiologicos de

infecciones intestinales en humanos (Chah et al., 2006; Nisha et al., 2011).

2.3 Estudios fitoquimicos realizados en las hojas de Psidium guajava L.

Los compuestos identificados en las hojas y frutos de Psidium guajava
incluyen: flavonoides, flavonoles, carotenoides, triterpenos, componentes del aceite
esencial entre otros. Se ha reportado que los compuestos polifendlicos son los
principales compuestos responsables del efecto terapéutico atribuido a esta especie
vegetal (Pérez-Gutiérrez et al.,, 2008), el extracto de hoja de Psidium guajava
contiene flavonoides, principalmente derivados de la quercetina, los cuales son
hidrolizados en el cuerpo para dar quercetina aglicada, compuesto responsable de la

actividad espasmolitica de las hojas (Lozoya et al., 1994).

Otros autores sefialan que se han identificado mas de 20 compuestos en las
hojas de Psidium guajava L., entre los que se pueden mencionar el 3-selineno, el -
cariofileno, el 6xido de cariofileno, el escualeno, la selina-11-en-4a-ol, la guaijavarina,
la isoquercetina, la hiperina, la quercitrina y la quercetina-3-O-gentobiosido, morin-3-
O-a-L-lixopiranésido, morin-3-O-a-L-arabopirandsido, acido [-sitosterol-3-O-3-D-

glucopirandsido, uvaol, acido oleandlico y acido ursélico (Belemtougri et al., 2006).

En el Cuadro 2.1 se muestra la clasificacion quimica de los metabolitos

secundarios aislados a partir de hojas frescas de Psidium guajava L.



Cuadro 2.1: Metabolitos secundarios identificados en las hojas de Psidium

guajava L.
Clasificacion Compuesto Referencia
Compuestos del aceite | a-pineno, B-pineno, limoneno, Zakaria y Mohd,
esencial .mentol,'terpenll acetatol, 1994; Li et al., 1999.
isopropil alcohol, longicicleno,
cariofileno, B-bisaboleno,
cineol, 6xido de cariofileno, B-
copaneno, farneseno, humuleno,
selineno, cardineno, curcumeno
Acidos organicos Acidos nerolidiol, ursélico, lwu, 1993
crategalico, y
guayavolico
Begum et al., 2002
Acidos guavanoico, guavacumarico,
2a-hidroxiursalico, jacumarico,
isonericumarico y asiatico
Esteroles llelatifol D y B-sitosterol-3-O-3-D- Begum et al., 2002
glucopiranésido
Flavonoides Avicularina y su 3-I-4-pirandsido Oliver-Bever, 1986
mircetina, quercetina,
luteolina y kaempferol Vargas et al., 2006

2.4 Actividad biolégica de los compuestos identificados en las hojas de

Psidium guajava L.

Desde los cuarentas se han realizado investigaciones sobre la actividad
biolégica de hojas, corteza y fruto de la guayaba y se ha encontrado que presentan
actividad antimicrobiana y anti diarreica. Asi mismo, se ha reportado que estas
mismas partes de P. guajava se pueden utilizar en el tratamiento de acné, tos,
disminuyen la placa dental, tienen efecto anti malaria, hepatoprotector, antioxidante,
antigenotoxico, antimutagénico, antialérgico, antitumoral. También, reducen la
presion arterial, los niveles de glucosa sanguineos, el dolor, son agentes anti

inflamatorios y analgésicos (Pérez-Gutiérrez et al., 2008).



2.5 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos naturales complejos, volatiles
caracterizados por un fuerte olor y son sintetizados por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios. Estos compuestos se obtienen generalmente por
hidrodestilacion o destilacién de vapor, este proceso fue llevado a cabo por primera
vez en la Edad Media por los arabes. Los aceites esenciales son conocidos por sus
propiedades antisépticas y medicinales, como, bactericidas, virucidas, fungicidas y
como fragancia. También son usados para la preservacion de alimentos y como
remedio antimicrobiano, analgésico, sedante, antiinflamatorio, espasmolitico y

anestésico local (Angioni et al., 2006).

En la naturaleza, los aceites esenciales juegan un importante papel en la
proteccion de las plantas como insecticidas antibacterianos, antivirales y antifingicos
y también contra la herbivoria reduciendo el apetito de sus depredadores. Por el
contrario, los aceites esenciales también pueden atraer algunos insectos para
favorecer la dispersion del polen y semillas, o bien, son repelentes de insectos
indeseables (Silva et al., 2003).

Los aceites esenciales son extraidos de varias plantas aromaticas, éstas
generalmente se encuentran en paises de temperatura calida como el Mediterraneo
y paises tropicales, donde representan una parte importante de la farmacopea
tradicional. Estos compuestos son liquidos, volatiles, cristalinos y raramente
coloreados, de naturaleza hidrofébica y solubles en solventes organicos con una
densidad menor a la del agua. Pueden ser sintetizados por todos los 6rganos de
plantas por ejemplo: raiz, flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutos y corteza. Los
aceites esenciales son almacenados en células secretoras, cavidades, canales,

células epidérmicas o tricomas glandulares (Masotti et al., 2003).



2.5.1 Clasificacion de los componentes del aceite esencial de la hoja de
Psidium guajava L.

Los aceites esenciales son mezclas naturales complejas las cuales pueden
contener cerca de 20 a 60 componentes en diferentes concentraciones. Estas
mezclas se caracterizan por presentar dos o tres componentes mayoritarios en altas
concentraciones equitativas (desde un 20 hasta un 70 %), comparadas con otros
componentes presentes en cantidades traza. Los componentes mayoritarios
determinan las propiedades biologicas de los aceites esenciales e incluyen dos
grupos de distinto origen biosintético. El principal grupo quimico lo constituyen los
terpenos y terpenoides, en tanto que el resto de los constituyentes son compuestos
aromaticos y alifaticos todos ellos se caracterizan por presentar un peso molecular
bajo. En el anexo | se muestran las estructuras quimicas de compuestos selectivos
de los aceites esenciales (Croteau et al., 2000; Betts, 2001; Bowles, 2003; Pichersky
et al., 2006).

2.5.1.1. Terpenos

Los terpenos estan conformados por la combinacion de varias unidades de
isopreno, el cual a su vez, esta constituido por 5 atomos de carbono. La biosintesis
de los terpenos tiene como precursor al isopentenildifosfato (IPP). La adicion
repetitiva de IPP tiene como resultado la formacion del prenildifosfato, el cual a su
vez, es precursor de varios tipos de terpenos. La modificacion del prenildifosfato
alilico por sintetasas de terpenos especificas forman el esqueleto del terpeno y
finalmente, la modificacion enzimatica secundaria (por reaccion redox) del
esqueleto, le confiere las propiedades funcionales a los diferentes terpenos. Los
terpenos principales son los monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), pero
también existen los hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) y
tetraterpenos (C40). Un terpeno que contiene oxigeno se llama terpenoide (Bakkali et
al., 2008).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-4PSK90K-3&_user=945819&_coverDate=02%2F29%2F2008&_alid=1631002239&_rdoc=11&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5036&_docanchor=&view=c&_ct=36&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=68eec4245fbd1796d51d40fe51d9aeff&searchtype=a#bib69
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-4PSK90K-3&_user=945819&_coverDate=02%2F29%2F2008&_alid=1631002239&_rdoc=11&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5036&_docanchor=&view=c&_ct=36&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=68eec4245fbd1796d51d40fe51d9aeff&searchtype=a#bib27
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-4PSK90K-3&_user=945819&_coverDate=02%2F29%2F2008&_alid=1631002239&_rdoc=11&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5036&_docanchor=&view=c&_ct=36&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=68eec4245fbd1796d51d40fe51d9aeff&searchtype=a#bib34
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-4PSK90K-3&_user=945819&_coverDate=02%2F29%2F2008&_alid=1631002239&_rdoc=11&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5036&_docanchor=&view=c&_ct=36&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=68eec4245fbd1796d51d40fe51d9aeff&searchtype=a#bib223
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6P-4PSK90K-3&_user=945819&_coverDate=02%2F29%2F2008&_alid=1631002239&_rdoc=11&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5036&_docanchor=&view=c&_ct=36&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=68eec4245fbd1796d51d40fe51d9aeff&searchtype=a#bib223

Los monoterpenos (C10) se forman por la asociacion de dos unidades de
isopreno. Estos compuestos constituyen el 90 % de los aceite esenciales y por lo

tanto son sus moléculas representativas.

Los sesquiterpenos (C15) estan formados por la unién de tres unidades de
isopreno. La extension de la cadena incrementa el nimero de ciclaciones, lo cual

permite una gran variedad de estructuras (Bakkali et al., 2008).

2.5.1.2. Componentes aromaticos

Son derivados de fenilpropano, los compuestos aromaticos estan presentes
en menor cantidad que los terpenos. Las rutas biosintéticas conciernen terpenos y
derivados fenilpropanicos, generalmente estan separados en plantas pero pueden
coexistir en algunas, que tengan mayor concentracion tomando la funcion (ej, aceite
de canela (Cinamomum verum) que tiene cinnamaldehido como componente mayor

y eugenol como componente menor).

Los compuestos aromaticos comprenden:

e Aldehidos: cinnamaldehido

e Alcoholes: alcohol cinnamico

e Fenoles: cavicol, eugenol

e Derivados metoxi: anetol, elemicin, estragol, metileugenoles

e Componentes dioxi metilenos: apiol, miristicina, safrol (Bakkali et al.,
2008).

2.5.2 Efecto biologico de los aceites esenciales
Los aceites esenciales causan citotoxicidad por dafio a la membrana de las

bacterias, fototoxicidad, mutagenicidad nuclear, mutagenicidad citoplasmica,

carcinogenicidad, propiedades antimutagénicas (Bakkali et al., 2008).



Por el gran nimero de componentes que tienen los aceites esenciales,
parecen no tener lugar de accion citotoxica en la célula (Carson et al., 2002). Como
tipicos lipdfilos, ellos pasan a través de la pared celular y la membrana citoplasmica,
interrumpen la estructura de sus diferentes capas de polisacéaridos, acidos grasos y
fosfolipidos y las permeabilizan. En las bacterias, la permeabilizacién de las
membranas estd asociada con la pérdida de iones, la reduccion del potencial de
membrana, el colapso de la bomba de protones y la deplecién en las reservas de
trifosfato de adenosina (ATP) (Knobloch et al., 1989, Sikkema et al., 1994, Helander
et al., 1998, Ultee et al., 2000, Ultee et al., 2002, Di Pasqua et al., 2006 y Turina et
al., 2006).

2.5.3 Identificacion y cuantificacion de los componentes mayoritarios

en el aceite esencial de las hojas de Psidium guajava L.

En el 2009, en el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Autonoma de México, se obtuvo el aceite esencial de la hoja de
Psidium guajava L. a través del método de hidrodestilacion. Asi mismo, se llevd a

cabo la identificacion de sus componentes mayoritarios.

La identificaciébn de los componentes presentes en el aceite esencial se
realiz6 en primera instancia mediante un analisis por cromatografia de gases (CG)

acoplada a espectrometria de masas (EM).

El analisis del aceite esencial de la hoja de Psidium guajava L. indico la
presencia de 30 compuestos, 4 de estos representan el 30.78 % del total de
componentes presentes en la esencia y son: el R-limoneno (14.87 %), el S-limoneno
(7.14 %), el B-cariofileno (4.74 %) y eucaliptol o cineol (4.03 %). En el Cuadro 2.2 se
muestran los componentes mayoritarios identificados en el aceite esencial de la

especie vegetal objeto de estudio.
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Cuadro 2.2: Componentes mayoritarios identificados en el aceite esencial de

la hoja de Psidium guajava L.

Nombre de compuesto Area (%) | T.R. (s)
R — limoneno 11.7169 114.916
S — limoneno 5.6270 131.916
B — cariofileno 3.7345 204.616
1,8 — cineol (eucaliptol) 3.1753 116.416
a-pineno 2.7418 101.916
5,7-dimetil-(R)-1,6- 2.7463 124.116
octadieno

Acetofenona 2.7463 124.416
Geranil vinil éter 2.0456 192.416
Copaeno 2.0456 192.716
3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno | 1.1212 117.316

2.6 Microorganismos involucrados en enfermedades gastrointestinales

Los principales microorganismos que causan enfermedades transmitidas por
alimentos asociadas con cuadros diarreicos se muestran en el Cuadro 2.3. Todos
estos microorganismos son bacilos Gram (+) o Gram (-) cuyo vehiculo principal son
los alimentos y agua contaminados con materia fecal, su forma de reproduccion es

por fisién binaria.
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Cuadro 2.3: Infecciones bacterianas que producen enfermedades diarreicas.

Bacteria Tipo Ubicacién Afecciones
anatémica
Staphylococcus Coco gram positivo | Humanos (nariz y piel) Diarrea, vomito, nauseas,
aureus abscesos cutdneos y en otros
oérganos
Clostridium Bacilo gram Suelo, animales, Enteritis necrética, diarrea,
perfringens positivo humanos (colon) tétanos, gangrena gaseosa,
botulismo
Listeria Bacilo gram Suelo, animales, plantas | Meningitis, bacteriemia en
monocytogenes positivo mujeres embarazadas, diarrea
Escherichia coli Bacilo gram Humanos (colon, vagina | Meningitis, peritonitis, infeccién
negativo y uretra exterior) de vias urinarias, septicemia,
neumonia, diarrea
Salmonella typhi | Bacilo gram Animales domésticos, Enterocolitis, fiebre tifoidea,
negativo aves de corral diarrea, dolor abdominal, vomito
y hauseas
Shigella Bacilo gram Humanos Disenteria, enterocolitis, diarrea,
dysenteriae negativo fiebre, ndusea, vomitos,
convulsiones
Vibrio cholerae Bacilo gram Humanos Colera, diarrea y vomito
negativo
Campylobacter Bacilo gram Animales domésticos Enterocolitis, diarrea, vomito,
jejuni negativo dolor abdominal, dolor de cabeza
y malestar general
Yersinia Bacilo gram Animales domésticos Fiebre, dolor abdominal y diarrea
enterocolitica negativo en nifios

Fuente: (Adaptado de Levinson, 2004).

A continuacion se describen las caracteristicas de los agentes etioldgicos

asociados con cuadros diarreicos.
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a) Escherichia coli

Es la especie predominante en el intestino grueso, la cual, puede generar un
proceso patologico, estos microorganismos constituyen la causa mas frecuente de
septicemia, en alrededor de un 60 %, dando como causa mas frecuente infecciones
urinarias, que generalmente se limitan a infectar a la vejiga, infecciones
gastrointestinales (gastroenteritis) y desde hace mas de 50 afios se sabe que ciertos
tipos de E. coli pueden producir diarrea aguda en el hombre, y especialmente en los

nifios de corta edad (Cravioto et al., 1996).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que el 70 % de las
muertes de nifios menores de 5 afios en los paises en vias de desarrollo, es
originado por 5 enfermedades comunes, prevenibles o de facil manejo y entre ellas
esté la diarrea, hallandose que la E. coli enteropatogénica fue la bacteria mas aislada

en la diarrea infantil en ninos menores de 2 afos.

La via de infeccién principal de E. coli es la ingestion de alimentos

contaminados con materia fecal.

La mayoria de las cepas de E. coli son sensibles a las sulfamidas, a la
ampicilina, a las cefalosporinas, a las tetraciclinas y a la carbanicilina. Pero se han
observado casos de resistencia frente a alguno de estos agentes.

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von Escherich,
bacteriélogo aleman, quien la denomind Bacterium coli. Posteriormente la taxonomia
le adjudic6é el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor.
Taxondmicamente es de la familia Enterobacteriaceae, y esta y otras bacterias son
necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo. Ademas, produce
vitaminas B y K. Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram, es
anaerobio facultativo, mévil por flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forma

esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa (Cravioto et al., 1996).
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b) Salmonellatiphy

En el hombre se presentan tres formas clinicamente diferentes de la
salmonelosis: fiebre entérica, septicemia y gastroenteritis aguda. Al prototipo de la
fiebre entérica se le denomina fiebre tifoidea, la cual es causada por Salmonella tiphy
(Schneider et al., 2003).

La enfermedad empieza generalmente de manera insidiosa, tras un periodo
de incubacion de 7 a 14 dias, con malestar, anorexia y cefalea, seguidas de fiebre.
Los microorganismos ingeridos se multiplican en el tubo gastrointestinal y algunos
penetran en los vasos linfaticos intestinales, desde los cuales se diseminan por todo
el cuerpo a través de la corriente sanguinea y son excretados por la orina. La bilis es
un buen medio de cultivo para S. tiphy, por lo que se produce un crecimiento
exuberante en las vias biliares que proporcionan un flujo continuo de
microorganismos hacia el intestino delgado. La fiebre aumenta a menudo de una

manera brusca y va acompafiada de bradicardia relativa.

El indice de casos multirresistentes a medicamentos abarca
aproximadamente un 50 % de la poblacion mundial (World Health Organization,

2001). Por lo cual se considera un patégeno altamente infeccioso.

Se transmite por contacto directo o contaminacién cruzada durante la

manipulacion, en el procesamiento de alimentos en el hogar.

En la actualidad, para el tratamiento se dispone de varios antimicrobianos
Gtiles para las infecciones por Salmonella, dentro de los cuales estan cloramfenicol,
ampicilina, amoxicilina, sulfametoxazol, trimetoprima, cefalosporinas de tercera
generacion, como cefotaxima, cefoperazona y las fluoroquinolonas, como la

ciprofloxacina y la ofloxacina.
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S. tiphy es una bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
formado por bacilos gram-negativos de rapido crecimiento, anaerobios facultativos,
con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula ni esporas. Son bacterias
moviles que producen sulfuro de hidrégeno (H,S). Fermentan glucosa por poseer una
enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa (Schneider et al.,
2003).

c) Staphylococcus aureus

Son microorganismos ubicuos dificiles de eliminar que colonizan ambientes
muy dispares formando parte de la microbiota habitual de la piel, garganta y las fosas
nasales de sus hospederos vertebrados. Posee numerosos factores de virulencia, en
su mayoria componentes de la pared celular y una variedad de exoproteinas que
facilitan la colonizaciébn de nuevos hdabitats. Estas propiedades, hacen que los
estafilococos sean la causa de numerosas infecciones en mamiferos, que van desde
afecciones superficiales de la piel a patologias severas como neumonia, meningitis,
intoxicaciones alimentarias, shock séptico, desérdenes autoinmunes y es de gran
preocupacion el hecho de que S. aureus sea un importante agente de infecciones

nosocomiales fulminantes (Rey, 2007).

Controlar las infecciones por S. aureus no es tarea facil debido a su
patogénesis multifactorial y a la constante aparicion de cepas resistentes a los
antibioticos, en particular a meticilina y vancomicina, que son los farmacos de
eleccion. Las infecciones por S. aureus son un grave problema clinico debido a la
multi-resistencia que presenta esta especie, aproximadamente el 90 % de las cepas
aisladas de ambiente hospitalario son resistentes a la penicilina G y solo del 20 al 30
% de las cepas aisladas de pacientes ambulatorios son sensibles a la penicilina G,
entre el 10 y el 40 % de las cepas son resistentes a las penicilinas semi-sintéticas
como la meticilina, naftacilina, oxacilina y dicloxacilina. Entre el 5% y el 20 % son

resistentes a clindamicina, eritromicina y lincomicina.
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Actualmente, la OMS declaré las infecciones causadas por S. aureus, como
una enfermedad infecciosa emergente, por lo cual, es necesaria la busqueda de

nuevos agentes mas potentes y no toxicos agentes contra S. aureus.

S. aureus, taxonémicamente pertenece a la familia Staphylococcaceae, es un
coco Gram positivo, tiene forma esférica que miden de 0.5 a 1.5 pm de diametro, se
encuentra en forma de racimos, aerobio o anaerobio facultativo que produce

fermentacion lactica, es catalasa y coagulasa positivo (Rey, 2007).

d) Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa tiene importancia para el hombre tanto porque
representa problemas a la salud humana, como puede ser Util en el tratamiento de la
contaminacion ambiental. Se encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos y
en algunos articulos de limpieza. De hecho se obtienen aislamientos de esta bacteria
a partir de entre el 2% y 8 % de las heces de personas sanas, lo que nos muestra
gue nuestro contacto con esta bacteria es cotidiano y solo representa una amenaza
para nuestra salud en condiciones especiales, como en centros hospitalarios

especialmente, cuando se trata de pacientes de cancer o con quemaduras.

Las enfermedades que puede causar son: Endocarditis, infecciones
respiratorias, bacteriemia, meningitis y abscesos cerebrales, infeccién en el tracto
urinario, otitis, infecciones oculares, infecciones de huesos y articulaciones,
infecciones y trastornos de la piel y tejidos blandos, infecciones de la herida,
pioderma y dermatitis. Una vez que se establece la infeccion, P. aeruginosa produce
una serie de compuestos toxicos que causan no solo dafo tisular extenso, sino

adicionalmente interfieren con el funcionamiento del sistema inmune (Rey, 2007).

Por lo general, nunca se debe tratar con un solo farmaco, ya que la bacteria
desarrolla resistencia con rapidez, se deben usar penicilinas como ticarcilina,

mezlociclina, piperacilina en combinacion con aminoglicésidos como gentamicina,
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tobramicina o amikacina. Otros farmacos usados son Aztreonam e Imipenem, las

quinolonas como ciprofloxacina, cefalosporinas como ceftazidima y cefoperazona.

P. aeruginosa es una bacteria taxondmicamente de la familia de las
Pseudomonadaceae, Gram (-) aerobia obligada excepto en presencia de nitrato,
posee forma de bastén, se presenta en forma aislada, en pares o cadenas, no
esporulado, movil con flagelos monotricos polares, produce pigmentos fluorescentes
difusibles como la pioverdina y el pigmento soluble como piocianina. Es
nutricionalmente versatil, no requiere de factores de crecimiento organicos, crece en
forma 6ptima a 37 °C y 42 °C, pero no a 4 °C, oxida a la glucosa y xilosa, pero no a

la maltosa, es positivo para indofenol oxidasa y no produce H,S (Rey, 2007).

e) Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes son bacilos Gram positivos cortos, regulares, no
esporulados, ni ramificados, que suelen observarse en disposicion individual o
formando cadenas cortas. En cultivos viejos pueden aparecer formando filamentos
de 6 a 20 mm de longitud. Presentan de 1 a 5 flagelos peritricos que les confieren
movilidad a 28 °C. Su temperatura 6ptima de crecimiento es entre 30 a 37 °C, pero
puede crecer a 4 °C en pocos dias, es anaerobia facultativa, catalasa positiva y
oxidasa negativa. Hidrolizan la esculina en pocas horas, pero no la urea ni la
gelatina; no producen indol, ni H,S, producen &cido de la D-glucosa y de otros
azucares (Martinez et al., 2003).

En la década de los 80’s y 90’s, la presencia de Listeria se reconocié como
un problema de salud publica en los Estados Unidos, Canada y algunos paises de

Europa (Curtis et al., 2002).

La L. monocytogenes representa una nueva generacion de patdgenos

resistentes transmitidos por alimentos. Esto se debe a que en comparacion con otros
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gérmenes, es relativamente mas tolerante a la acidez, sal, calor, agentes oxidantes,

alcohol y aditivos empleados en alimentos (Martinez, 2002).

Los principales problemas relacionados con la resistencia de L.
monocytogenes, son fundamentalmente los relacionados a su capacidad de
adaptarse y sobrevivir a condiciones ambientales desfavorables, a diferencia de otros
microorganismos donde su principal problema es el desarrollo de resistencia a los
diferentes antibiéticos a los que son expuestos. Asi, L. monocytogenes ha
desarrollado la capacidad de crecer con un minimo de nutrientes, en un amplio rango
de temperatura, pudiendo crecer a temperaturas entre - 4.4 °C y 45 °C, aunque su
temperatura Optima de crecimiento es de 30 °C a 37 °C, presenta capacidad para
desarrollarse en ambientes con pH de 4.4 a 9.6, pero su pH Optimo es entre 7 y 7.5;
L. monocytogenes es halotolerante, siendo capaz de tolerar concentraciones altas de
NaCl, aunque crece preferencialmente en un 2 % de sal, es capaz de crecer a
concentraciones de 10 a 25.5 % de NaCl (Martinez, 2002).

Las especies de Listeria estdn muy extendidas en el medio ambiente, se han
aislado del suelo, de la materia vegetal en putrefacciéon, del agua residual, de la
comida animal, del pollo fresco y congelado, de alimentos frescos y procesados, de
qgueso, de leche no procesada, de desechos de los mataderos, asi como del tracto

digestivo de humanos y animales asintomaticos.

L. monocytogenes se ha aislado de variadas especies de mamiferos, aves,
peces, crustaceos e insectos. No obstante, su principal habitat es el suelo y la

materia vegetal en descomposicién, en la cual sobrevive y crece como saprofito.

Debido a su amplia distribucion, este microorganismo tiene muchas
oportunidades de contaminar alimentos en distintos pasos de la produccion
alimentaria, siendo esta, la via mas frecuente por la que el ser humano adquiere la

infeccion (Crespo et al., 1999).
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La listeriosis es una enfermedad causada por consumir alimentos
contaminados con Listeria monocytogenes. El microorganismo causa una infeccion
invasiva cuando el alimento contaminado es consumido por infantes, mujeres
embarazadas, ancianos e individuos inmunocomprometidos (Hof et al., 1997). La
listeriosis puede presentarse esporadicamente o en epidemias, en ambas situaciones
los alimentos contaminados son los principales vehiculos de transmision, ya que
produce una toxina citolitica y hemolitica, llamada “listeriolisina O”, que actua como

un importante factor de virulencia.

Los sintomas de la listeriosis en personas sanas inmunocompetentes son:
dolor de cabeza, letargia, fatiga y mialgia. Si la infeccion se propaga (listeriosis
invasiva) puede tener un largo periodo de incubacién, aproximadamente tres meses
y varios sintomas, los cuales incluyen bacteriemia, meningitis, enfermedad neonatal,
osteomielitis, encefalitis, endocarditis, peritonitis, infeccion pleural y neumonia. En el
caso de listeriosis no invasiva, los sintomas estan mas asociados con el sistema
digestivo y son: diarrea, dolor abdominal, nduseas, vomitos y calambres. (Walter,
2000; Wilson, 2000.

Los pacientes que desarrollardn listeriosis en la mayoria de los casos
deberan presentar condiciones predisponentes para contraer la infeccién después de
la ingestion de alimentos contaminados con esta bacteria. Los factores de riesgo
incluyen enfermedades como céancer, diabetes, terapia inmunosupresora y algun
estado fisiolégico de inmunosupresion como la edad avanzada y el embarazo (Bille,
1990).

Generalmente, este microorganismo es sensible a una amplia gama de
antibioticos como penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclina,
rifampicina y vancomicina, asi una vez identificada la naturaleza de la infeccion por L.
monocytogenes, el tratamiento de eleccion para la infeccion involucra la utilizacion de
penicilina y ampicilina, ya sea por separado o combinadas con gentamicina

(Charpentier and Courvalin, 1999). La combinacion de trimetoprima y sulfametoxazol
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se ha utilizado con éxito en pacientes alérgicos a penicilinas, considerdndose en la
actualidad la terapia alternativa en estas circunstancias. En general dos semanas de
tratamiento parecen ser suficientes en bacteriemias mientras que en meningitis se
deberian utilizar ciclos méas largos (Southwick y Purich, 1996; Hof et al, 1997).

Segun la OMS en 1999, la incidencia anual por 100 mil habitantes puede variar de
0.3 al 0.8 % y alcanzar un 5 % durante algunos brotes epidémicos.

2.6.1 Mecanismo toxiinfeccioso de los agentes etiologicos de las

enfermedades gastrointestinales

Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus producen enterotoxinas que
al ser ingeridas actuan localmente en las células linfoides que se encuentran en el
intestino delgado. La enterotoxina termolabil producida por E. coli causa diarrea
acuosa sin sangre por estimulacion de la actividad de la enzima adenilato ciclasa en
las células del intestino delgado. El aumento en la concentracidon de adenosina
monofosfato (AMP) ciclico que se produce causa una excrecion del ion cloruro, una
inhibicién de la absorcion del sodio, y una pérdida importante de fluidos y electrolitos
en el lumen del intestino. La toxina termolabil esta compuesta por dos subunidades,
la subunidad B, que se une a un receptor gangliosidico en la membrana celular, y la
subunidad A, que penetra en la célula y media la transferencia de la ADP-ribosa del
NAD a una proteina estimuladora (proteina Gs) acoplada. Esto permite activar la
proteina Gg, y de esta forma, se estd estimulando continuamente a la adenilato
ciclasa para que produzca AMP ciclico. Ademas de la toxina termolabil, hay una
toxina termoestable que afecta mas a la guanosina monofosfato ciclica (GMP) que el
AMP ciclico. Estimula la guanilato ciclasa, aumentando asi la concentracion de GMP
ciclico, que inhibe la reabsorcion de los iones de sodio y causa diarrea (Levinson,
2004).
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2.6.2 Mecanismos de accion de los antibidticos empleados para el
tratamiento de las enfermedades toxiinfecciosas relacionadas con el tracto

gastrointestinal

Las penicilinas actdan inhibiendo las transpeptidasas, las enzimas que
catalizan la formacion del enlace cruzado final en la sintesis del peptidoglicano, es
decir, inhiben la sintesis de la pared celular, en Staphylococcus aureus la
transpeptidacion se realiza entre el grupo amino al final del enlace cruzado de la
pentaglicina y el grupo carboxilo terminal de la D — alanina en la cadena lateral del
tetrapéptido. A causa de la estereoquimica de la penicilina, similar a la de un
dipéptido, D — alanil — D — alanina, la penicilina puede unirse al sitio activo de la
transpeptidasa e inhibir su actividad. Las células tratadas con penicilina mueren por
la destruccion, resultado de la entrada de agua en su interior por alta presion
osmdtica. Las sulfonamidas inhiben la sintesis de acidos nucleicos blogueando la
sintesis del acido tetrahidrofdlico, necesario como donador del grupo metilo en la
sintesis de los precursores del DNA, la adenina, la guanina y la timina (Levinson,
2004).

2.6.3 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos

obtenidos a partir de fuentes naturales

2.6.3.1 Prueba de difusién de disco

Es una prueba utilizada ampliamente, que muestra resultados cualitativos
(basados cuantitativamente) como la clasificacién de un organismo si es susceptible,
intermedia, moderadamente susceptible o resistente. La ventaja que tiene es su
flexibilidad sobre el niamero y tipo de agentes antimicrobianos que pueden ser
probados y la facilidad de hacer pruebas individuales en cualquier momento. Este
método puede usarse para el crecimiento rapido de microorganismos como especies
de Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Haemophilus, y Neisseria. Las

deficiencias de esta prueba son su interpretacion no cuantitativa, su inaplicabilidad a
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muchos organismos anaerobios y de lento crecimiento, y su falta de seguridad para
predecir la susceptibilidad con algunos agentes antimicrobianos, tales como las
polimixinas que difunden pobremente. EI método de difusién de disco es efectivo
para hacer pruebas de rutina, pero debe ser suplementado con una prueba de
dilucién cuando es inaplicable o cuando se necesitan resultados cuantitativos
(Balows, 1970).

2.6.3.2 Prueba de dilucién

Este método ofrece resultados cuantitativos que no son afectados por el
indice de crecimiento de organismos, y evita algunas de las complejidades causadas
por las propiedades de difusion de ciertos agentes antimicrobianos. Las pruebas de
dilucién no tienen la flexibilidad de las pruebas de difusion, generalmente no pueden
ser usadas para pruebas directas de material clinico por la dificultad de detectar
contaminacion, y si se reporta el resultado cuantitativamente, se requiere que el
investigador sea capaz de interpretar el resultado. Este método provee resultados
cuantitativos de la susceptibilidad de organismos anaerobios y para la determinacion
de actividad bactericida o evidencia de sinergia 0 antagonismo entre agentes
antimicrobianos. Como con todas las pruebas de susceptibilidad, el laboratorio debe
controlar el tamafio del indculo y la lectura final con patrones de referencia que den
resultados dentro del rango de cada serie de diluciones del agente antimicrobiano
(Balows, 1970).

2.6.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de azul

alamar

El indicador azul alamar ha sido un método ideal para medir la proliferacion
celular y la citotoxicidad in vitro desde el afio 1993. Esta es una técnica simple,
rapida, eficiente, sensible, segura y econdmica. No interfiere con el compuesto de
prueba. Ademas el mismo método es aplicable a técnicas de alto rendimiento y las

células pueden ser usadas para experimentos posteriores donde se aflade 10 % de
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la solucion azul alamar al medio celular y se mide por colorimetria o fluorimetria. Sin
embargo, se alcanza una mayor sensibilidad usando la propiedad fluorescente. La
lectura final provee una estimacion excelente de la proliferacion celular, asi como

también la potencia de los compuestos toxicos (Fields and Lancaster, 1993).

El azul alamar oxidado no fluorescente se reduce a tinte rosa fluorescente en
el medio por la actividad celular del microorganismo de prueba (parecido al consumo
de oxigeno a través del metabolismo). La resazurina es el compuesto original del

azul alamar, el cual se reduce a resorufina (Figura 2.2) (Gloeckner et al., 2001).

0
|
N
N+
Resazurina Resorufina

Figura 2.2: Reduccion de resazurina a resorufina en el método de azul

alamar

La presencia de células vivas permite la reduccién del tinte. Las células
pueden reducir al compuesto en el medio o enzimaticamente en el citoplasma y
nacleo. EI mecanismo de accién es el potencial de reduccién de la bacteria en su
metabolismo aerdbico (O’Brien et al., 2000). El crecimiento microbiano mantiene un
ambiente reducido mientras la inhibicion de este crecimiento mantiene un ambiente
oxidado (Pettit et al., 2009).
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2.7 Fundamentacion tedrica del modelo de ileon aislado de cobayo

2.7.1. Sistema Nervioso Entérico (SNE)

2.7.1.1 Definicion y funcién del SNE

El sistema nervioso entérico (SNE) se considera la tercera division del
sistema nervioso autdbnomo (SNA) y es independiente del sistema nervioso central
(SNC). Este sistema controla y coordina la motilidad, el flujo sanguineo y la secrecion
del sistema digestivo. Contiene aproximadamente 10° neuronas, distribuidas en dos
plexos gque se extienden a lo largo del tubo digestivo: el plexo mientérico, localizado
entre la capa de musculo liso longitudinal y la capa de musculo liso circular, y el
plexo submucoso, asociado con el epitelio mucoso (Figura 2.3). La funcion refleja del
intestino, que es independiente del SNC, es una respuesta de la accién coordinada
de neuronas sensoriales, inter-neuronas y neuronas motoras excitatorias e
inhibitorias. De manera adicional, el SNE se encuentra conectado con el SNC,

mediante dos vias: una aferente y una eferente (Grundy y Schemann, 2006).

La via aferente controla las sensaciones que se originan en el intestino, tales
como el dolor, la sensacion de saciedad y las nauseas. Por otra parte, la via eferente
esta constituida por las innervaciones del simpatico y del parasimpatico, los cuales
ayudan a controlar y coordinar las diferentes funciones del tracto gastrointestinal. Los
mecanismos nerviosos que coordinan las funciones del sistema digestivo estan
mediados por un complejo sistema de neurotransmisores, neuromoduladores y la

interaccidn de éstos con sus respectivos receptores (Grundy y Schemann, 2006).
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Figura 2.3: Sistema Nervioso Entérico: Neuronas aferentes, Interneuronas,

Neuronas motoras (excitadoras e inhibidoras)

2.7.2. Principales canales i6nicos que regulan la excitabilidad de las
neuronas del SNE

2.7.2.1 Canales de sodio voltaje-dependientes

Los canales iénicos mas importantes involucrados en la generacién de los
potenciales de accion en las neuronas del SNE son los canales de Na® voltaje-
dependientes, los cuales se dividen, dependiendo de sus diferencias en la
sensibilidad a la tetrodotoxina. En los plexos mientérico y submucoso del SNE del
cobayo, se han identificado canales de sodio tipo Na,1.2, Na, 1.3 y Na,1.6. Los
canales Na,1.2 se encontraron en los somas de la mayoria de las neuronas del SNE.
En tanto que los canales Na, 1.3 se localizaron en las dendritas, somas y axones de
las neuronas del plexo mientérico y los canales Na, 1.6 se encontraron en los axones

de neuronas del plexo mientérico de la regién del colon (Bartoo et al., 2005).
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El hecho de que los canales de Na* se expresen, de manera diferenciada,
en diferentes tipos celulares de neuronas y sitios del SNE, sugiere que existen varios

patrones de generacion de potenciales de accion.

2.7.2.2 Canales de K" activados por calcio

Una caracteristica importante de las neuronas del SNE, es que presentan
una hiperpolarizacion de larga duracion, que se presenta después de la generacion
de un potencial de accién y que determina la excitabilidad de los circuitos nerviosos
del SNE. Esta hiperpolarizacion esta mediada por la apertura de un canal de K"
dependiente de Ca” (IK) (Furness et al, 2004).

2.7.2.3 Otros canales ionicos localizados en las neuronas del SNE:
canales idnicos sensibles al &cido (acid-sensing ion channels; ASICs).

Los ASICs se encuentran distribuidos en las neuronas del SNC y del sistema
nervioso periférico (SNP) y se ha encontrado evidencia que sugiere que este tipo de
canales estan involucrados en la mecanocepcion (sensacion de movimiento) y la
nocicepcion (sensaciéon de dolor). Se ha demostrado que los canales ASIC3
participan, de manera importante, en las funciones de mecanocepcién, mediada por

las neuronas aferentes del SNE (Page et al., 2004).

2.7.3. Neurotransmisores y neuromoduladores presentes en el SNE y

sus respectivos receptores
En el Cuadro 2.4 se presentan los principales neurotransmisores y

neuromoduladores que se encuentran en el SNE, asi como sus respectivos

receptores.
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Cuadro 2.4: Principales neurotransmisores del SNE y sus receptores

NEUROTRANSMISOR

RECEPTOR

REFERENCIA

Acetilcolina

Nicotinico Ny

Muscarinico M, y M3

Obaid et al., 2005;
Zholos et al., 2004

Trifosfato de Adenosina (ATP)

Purinérgicos

(P2X1-P2X5)

Obaid et al., 2005
Xiang and Burnstock, 2005

Serotonina (5HT)

SHT3, 5HT, y 5HT,

Tonini et al., 2005

Histamina Hy, Hoy Hs Hill et al., 1997
Oxido Nitrico Guanilato ciclasa (sGC) Kreiss et al., 2004
Acido y-aminobutirico (GABA) GABAg Costa et al., 2000
o o Singewald and Sharp,
Acido Glutamico NMDA
2000; Hill, 1997;
Costa et al., 2000;
Dopamina D,y D, Brookes, 2001;
Ahn, 2003
] Furness, 2000;
Noradrenalina o, o, Y B2 )
Galligan et al., 2000
. Brookes, 2001;
Somatostatina SST, y SST, )
Ubilluz, 1993
Polipéptido vasoactivo intestinal Brookes, 2001
VIP,y VIP ,
(VIP) Leung et al., 2003
_ Costa et al., 2000;
Neuropéptido Y Y,

Furness, 2000

En los siguientes incisos se presenta informacion relevante con relacion a

algunos de los principales neurotransmisores y neuromoduladores que se

encuentran en el SNE.

2.7.3.1 Acetilcolina (Ach)

La Ach, actuando a través de receptores colinérgicos nicotinicos, es el
principal neurotransmisor involucrado en la activaciéon sinaptica rapida del SNE. Los

receptores nicotinicos de las neuronas entéricas constan de subunidades Nicotinico
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Nm Y muscarinico M2 y M3. La expresion de estos receptores no es uniforme en las
neuronas del SNE, ya que existe variabilidad en su expresion en diferentes grupos
de neuronas (Obaid et al., 2005).

Los receptores nicotinicos neuronales contribuyen a la transmision sinaptica
rapida en los plexos entéricos. En tanto que los receptores muscarinicos,
principalmente localizados en la membrana celular del musculo liso, intervienen en
la contraccion provocada por Ach en las capas del musculo liso (Eglen et al., 1996;
Zholos et al., 2004). Los receptores muscarinicos M, y M3 son co-expresados en el
musculo liso gastrointestinal y su activaciéon produce dos efectos principales que
involucran la inhibicién de adenilato ciclasa y la activacion de la fosfolipasa C (PLC),

respectivamente en el musculo liso (Eglen et al., 1996; Zholos et al., 2004).

2.7.3.2 Trifosfato de Adenosina (ATP)

El ATP es otro neurotransmisor y neuromodulador de la activacion sinaptica
rapida y lenta en el SNE y presenta diferentes receptores purinérgicos (P2X1-P2X7).
En el ileon de cobayo se han encontrado despolarizaciones rapidas, mediadas por la
interaccion del ATP con receptores (P2X3) y despolarizaciones lentas, resultado de la

estimulacién de receptores P,Y, (Xiang and Burnstock, 2005).

2.7.3.3 Serotonina (5-hidroxi-triptamina)

La serotonina desempefa un papel muy importante en el mantenimiento de
la funcion normal del tracto digestivo y en la comunicacion entre éste y el SNC
(Gershon, 2005). En el SNE se encuentran receptores serotoninérgicos 5-HT3, 5-HT4
y 5-HT7 (Tonini et al., 2005).

Los receptores 5-HT, se encuentran en el plexo submucoso y el mientérico.
La activacion de estos receptores, localizados pre-sinapticamente, provoca la

liberacion de Ach, lo cual resulta en una estimulacién del masculo liso intestinal (Liu
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et al., 2005). En contraste, la activacion de los receptores 5-HT; provoca una
relajacion del intestino, mediada por una estimulacién de neuronas nitrérgicas, que
expresan oxido nitrico sintetasa (NOS). Dicha estimulacion, da como resultado la
produccion de o6xido nitrico (NO), el cual estimula su receptor intracelular, la guanilato
ciclasa soluble (sGC), localizada en las células del muasculo liso, provocando su
relajacion (Tonini, 2005).

2.7.3.4 Histamina

La histamina es un importante neurotransmisor enddgeno ampliamente
distribuido a lo largo del tracto gastrointestinal y éste regula una variedad de eventos
patofisioldgicos del sistema digestivo, incluyendo la secrecion acida gastrica, la
motilidad intestinal, las respuestas vasomotoras, las enfermedades que involucran
Ulceras pépticas, las respuestas inflamatorias intestinales y las reacciones alérgicas.
Todos estos eventos implican la interaccion de la histamina con receptores Hi, Hy y
Hs (Hill et al., 1997). En las células del musculo liso gastrointestinal se expresan
principalmente receptores Hj;. La respuesta contractil del ileon a la histamina se
produce a través de la activacion de este receptor, lo cual provoca la elevacion de los
niveles de inositol 1,4,5-trifosfato, induciendo movilizacion del calcio intracelular
(Donaldson y Hill., 1986).

2.7.3.5 Oxido Nitrico

La Oxido nitrico sintetasa (NOS) se encuentra presente en un gran numero
de neuronas entéricas, en las que el NO contribuye en los mecanismos que controlan
la motilidad. Ademas de esta fuente neuronal de NO (nNOS), este mensajero
quimico también es producido por otros componentes del sistema inmune

gastrointestinal, tales como los monocitos y macréfagos.
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Como ya se describié anteriormente, el NO provoca relajacién del musculo
liso intestinal, la cual esta mediada por la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble
(sGC), con la respectiva elevacion en la produccion de CMPc (Kreiss et al., 2004).

2.7.3.6 Acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA es un neurotransmisor presinaptico en el SNE. Se forma a partir de
la decarboxilacion enzimatica del acido glutamico y su accion esta mediada en el
SNE por receptores metabotropicos GABAg (Liu et al., 2005).

2.7.3.7 Acido glutamico

El &cido glutdmico es uno de los neurotransmisores excitatorios que se
localizan en el SNE, en cuyas neuronas se han localizado receptores ionotropicos
NMDA. (Singewald and Sharp., 2000).

2.7.3.8 Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor que se produce principalmente en
nucleus accumbens, la substancia nigra y el cuerpo estriado. Aunque también en el
SNE se han encontrado receptores dopaminérgicos D; y D, (Ahn y Phillips., 2003).

2.7.3.9 Noradrenalina (NA)

En el SNE se localizan neuronas adrenérgicas que producen noradrenalina
la cual, actia sobre receptores noradrenérgicos ou, o, Yy B2 (Furness, 2000; Galligan
et al., 2000).
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2.7.3.10 Somatostatina

Este neuromodulador constituye uno de los neuropéptidos mas importantes
localizados en el SNC (con mayor predominio en el hipotalamo) y en el SNE.
También se ha localizado en las células D del tracto gastrico y en los islotes de

Langerhans del pancreas.

Los efectos mas importantes de la somatostatina incluyen la inhibicion de las
secreciones del estbmago, del pancreas, del intestino delgado y del aparato biliar.
También se sabe que este neuropéptido modula la actividad motora gastrointestinal
por su interaccion con receptores SST; y SST, (Brookes, 2001; Ubilluz, 1993).

2.7.3.11 Polipéptido vasoactivo intestinal (VIP)

El VIP es liberado por las neuronas del plexo submucoso, es el unico péptido

en el intestino que actlta por la via del AMPc (Leung et al., 2003).

2.7.3.12 Neuropéptido Y

El neuropéptido Y, es el principal agente pro-absorcién y anti-secreciéon
liberado por las terminaciones nerviosas entéricas (Costa et al., 2000; Furness,
2000).

2.7.4. Receptores a otros mensajeros quimicos recientemente

localizados en el SNE

2.7.4.1 Receptores al factor liberador de corticotropina

Se sabe que cambios en el SNC, tales como la depresion o la ansiedad
influyen, de manera importante, en la funcion del tracto gastrointestinal y pueden

producir procesos inflamatorios en éste. Existen evidencias que sugieren que el
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factor liberador de corticotropina esta involucrado en estas alteraciones intestinales
inducidas por el estrés (Taché, 2004), las cuales incluyen disfunciones en la funcion
motora de propulsion del intestino, en la secrecion de la mucosa y en la barrera
epitelial. En el ileon de cobayo se han encontrado receptores al factor liberador de
corticotropina CRF;. En el SNE del humano, a la fecha todavia no se han identificado
receptores CRF; (Liu et al., 2005).

2.7.4.2 Receptores a canabinoides

Los canabinoides inhiben la motilidad géastrica e intestinal a través de la
activacion de receptores CB; (Mathison et al., 2004).

2.7.4.3 Receptores a prostaglandinas

En las neuronas del SNE se expresa, de manera constitutiva la
ciclooxigenasa (COX)-2, de tal manera que las prostaglandinas se consideran como
otra clase de moléculas de sefalizacion liberadas por el SNE (Costa et al., 2004 y
Porcher et al., 2004).

2.8 Contraccién espontanea del masculo liso intestinal

El musculo liso intestinal se contrae de manera espontanea cuando se estira
y esta contraccién no depende de ninguna inervacion extrinseca. Existen estimulos
en el intestino, por ejemplo la presencia de alimentos, que generan la distension de
las paredes gastrointestinales, induciendo una actividad motora en las células del
musculo liso intestinal. Esta actividad, que incluye los movimientos peristalticos esta
controlada por circuitos nerviosos intrinsecos del SNE (Furnes et al., 1987; Hasler et
al., 1994;). Los circuitos nerviosos intrinsecos contienen neuronas intrinsecas
aferentes primarias que responden a la distension de las paredes del intestino y son
las primeras en recibir la informacion sobre la naturaleza e intensidad del estimulo

(Grider y Jin, 1994; Furness et al., 1998; Kunze et al., 1999). Las neuronas
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intrinsecas aferentes primarias, son neuronas Dogiel tipo Il que se encuentran
distribuidas en ambos plexos (mientérico y submucoso) del SNE (Furness et al.,
1998).

La respuesta de estas neuronas al estiramiento depende de la apertura de
canales activados por estiramiento ("stretch activated channels") localizados en la
membrana del musculo liso intestinal. La apertura de estos canales inicia la
contraccion de la célula muscular. EI movimiento mecéanico provocado por la
contraccion induce la distorsion de sitios especificos en las membranas de las
neuronas intrinsecas aferentes, provocando la activacién de canales iénicos en las
membranas neuronales, con lo cual se generan y propagan potenciales de accion

que se transmiten a otras neuronas y a otras células musculares (Kunze et al., 1999).

2.9 Modelo de ileon aislado de cobayo

El hecho de que exista una gran variedad de sustancias neurotransmisoras
en el SNE, permite compararlo farmacolégicamente con el sistema nervioso central
(SNC). Asi, la musculatura lisa gastrointestinal inervada por el SNE constituye un
tejido adecuado para la caracterizacibn de compuestos con potencial actividad
farmacoldgica a nivel del sistema nervioso y del musculo liso gastrointestinal. Este
modelo presenta ventajas adicionales como la relativa facilidad del bioensayo y el
requerimiento de pequefas cantidades de sustancia para inducir un efecto en el
ileon. Por las razones antes mencionadas el modelo de ileon aislado de cobayo
resulta muy apropiado, tanto en la evaluacion farmacologica preliminar de los
extractos crudos preparados a partir de diferentes organismos, como en el monitoreo
de la actividad biolégica durante el proceso de aislamiento de los principios activos
(Samuelsson, 1991; Rojas et al., 2002).

Los modelos experimentales in vitro para determinar la actividad
farmacoldgica usados con mayor frecuencia son ileon aislado de cobayo y yeyuno

aislado de conejo, segun Astudillo-Vazquez, et al., (2009).
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lIl. JUSTIFICACION

Actualmente, el estudio de los aceites esenciales obtenidos a partir de
diversas plantas de uso alimenticio y medicinal tiene un gran auge, debido a que se
ha demostrado que las esencias constituyen un gran reservorio de compuestos
bioactivos. Estos aceites representan una mezcla compleja de metabolitos
secundarios volatiles, entre los que se encuentran mono y sesquiterpenos, alcoholes,
éteres, aldehidos y cetonas, responsables no solo de las caracteristicas aromaticas,
sino también de las propiedades medicinales que se les han atribuido a muchas
esencias (Kalemba y Kunicka, 2003).

Los estudios realizados sobre la actividad bioldégica de los aceites esenciales
se han centrado principalmente en la determinacién de su actividad antimicrobiana e
insecticida (Daferera et al., 2000; Burt, 2004). Aunque también se ha demostrado que
diversos aceites esenciales y/o sus componentes poseen propiedades
antiinflamatorias (Iscan et al., 2006), antioxidantes (Sacchetti et al., 2004; Singh, et
al.,, 2006; El-Massry et al., 2009), antitumorales (Kalemba y Kunicka, 2003)
antiespasmadica y vasorrelajantes (Yanaga et al., 2006; Caldas-Magalhaes et al.,
2008; Pinto et al., 2009), lo que ha contribuido a incrementar el interés en las

propiedades funcionales de las esencias y su posible aplicacion medicinal.

Se ha encontrado que los principios activos antiespasmaédicos principalmente
son flavonoides, terpenos y alcaloides (Astudillo-Vazquez et al., 2009).

Los trabajos reportados con respecto a las propiedades medicinales de
Psidium guajava L. se han enfocado al estudio de los extractos acuoso, metandlico y
etandlico de las hojas y de los compuestos polifendlicos identificados en estos
extractos, algunos de los cuales tienen propiedades antiespasmaodicas e inhiben el
crecimiento de bacterias asociadas con enfermedades intestinales en humanos
(Pérez-Gutiérrez et al., 2008).
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Los estudios para determinar el efecto bioldgico del aceite esencial y de sus
componentes mayoritarios extraidos a partir de las hojas de Psidium guajava L. son
muy limitados. De hecho, so6lo se ha reportado el efecto antimicrobiano del aceite
esencial total de la hoja de Psidium guajava L. (Gongalves et al., 2008); y el efecto
antiespasmaodico de B-cariofileno, limoneno y cineol, componentes mayoritarios del
aceite esencial de la hoja de Psidium guajava pero en mezclas y a diferentes
concentraciones en aceites esenciales de otros productos naturales, que contienen
alguno de estos compuestos (Prakasha et al., 2006, Ponce-Montera et al., 2008;
Karim et al., 2010; Pinho da Silvaa et al., 2010). Por lo anterior, en este proyecto de
investigacion se plantea estudiar la actividad farmacoldgica y antimicrobiana del
aceite esencial y de sus componentes aromaticos volatiles mayoritarios obtenidos a
partir de la hoja de Psidium guajava L., a fin de validar su empleo ethomédico para el
tratamiento de los denominados desoérdenes gastrointestinales. Los resultados
derivados de este trabajo contribuyen a revalorar y considerar uno de los recursos
naturales de nuestro pais, a través de la acreditacion cientifica de su potencial
nutracéutico para la prevencion y el tratamiento de enfermedades asociadas con el

tracto gastrointestinal.
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IV. HIPOTESIS

El aceite esencial y sus componentes mayoritarios obtenidos a partir de las

hojas de Psidium guajava L. presentan un efecto antimicrobiano y antiespasmaodico.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del aceite esencial y sus componentes mayoritarios
presentes en las hojas de la especie vegetal Psidium guajava L. sobre las
contracciones espontaneas de ileo aislado de cobayo y su actividad antimicrobiana

en bacterias patégenas que afectan el tracto gastrointestinal.

5.2 Objetivos Especificos

- Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial y sus componentes
mayoritarios obtenidos a partir de las hojas de Psidium guajava L. en bacterias
patdgenas que afectan el tracto gastrointestinal, mediante el método de

microplaca utilizando el indicador azul alamar.

- Evaluar el efecto del aceite esencial y sus componentes mayoritarios obtenidos
a partir de las hojas de la especie P. guajava sobre las contracciones

espontaneas de la musculatura lisa del ileo de cobayo.

- Determinar la CEsp y el Emax del aceite esencial y sus componentes
mayoritarios obtenidos de las hojas de Psidium guajava L. sobre las

contracciones espontaneas del ileo aislado de cobayo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcion del material biolégico

6.1.1 Material vegetal

Las hojas de Psidium guajava L. se obtuvieron de una plantacion de guayaba
ubicada en el pueblo de Amatlan, Municipio de Tepoztlan, en el Estado de Morelos.
El material vegetal fue identificado por el Dr. Robert Bye del Instituto de Biologia y
una muestra de referencia se depositd en el Herbario Nacional (MEXU) del Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Autobnoma de México.

6.1.2 Animales de experimentacidn

Para los ensayos en ileon se utilizaron cobayos machos adultos (de 600-800
g) de la cepa Harley. Los cobayos se colocaron en jaulas individuales bajo
condiciones controladas de temperatura (23 + 1°C), humedad relativa (45 a 55%) vy
luz (ciclos de luz-oscuridad 12:12 h). El cuidado y manejo de los animales se llevo a
cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).

6.1.3 Material biolégico

Para realizar el ensayo de la actividad antimicrobiana del extracto y los
compuestos aislados de las hojas de Psidium guajava L., se utilizaron como
microorganismos de prueba cepas de microorganismos de la American Type Cultural
Collection (ATCC) asociadas con una infeccion gastrointestinal como Salmonella
tiphy (ATCC 6539), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
25922) y Listeria monocytogenes (ATCC 244). También se evalud la actividad
antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), microorganismo no

asociado con afecciones del tracto gastrointestinal; sin embargo, este
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microorganismo se puede transmitir al humano a través de los alimentos y es multi
resistente (Tenover, 2006), por lo que también se decidio incluir en este proyecto de
investigacion. Las cepas fueron proporcionadas por el M.C. José Tomas Hernandez
Méndez del cepario del Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Escuela Nacional

de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

6.2 Analisis de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las

hojas de Psidium guajava L.y de sus componentes mayoritarios

6.2.1 Preparacién de la suspensién bacteriana de trabajo

Se tomo una alicuota de 1 ml de cultivo bacteriano de 5 a 6 horas, cultivado
en medio Mueller Hinton a 37 °C y se transfirid6 a un tubo de rosca. Después se
ajustd la suspension al estandar No. 1 de Mc Farland con medio de cultivo Mueller
Hinton; de esta suspension se realizé una dilucion 1:10 con el medio Mueller Hinton,
esta dilucion se realiz6 directamente en una caja de Petri. Por cada placa a ensayar

se deben preparar 10 ml de dilucion (Luna-Herrera et al., 2007).

6.2.2 Preparacion de las soluciones “stock” del aceite esencial de hoja

de Psidium guajava L. y de sus componentes mayoritarios

Se disolvieron 20 mg del aceite esencial y de cada uno de sus componentes
mayoritarios en 1 ml de DMSO, y se mantienen en ultra congelacion (- 70 °C) para su
conservacion. Las soluciones “stock” se prepararon a una concentracion de 200

pg/ml, posteriormente se homogeneizaron perfectamente.

6.2.3 Preparacion de la placa

Se tomd una placa para cultivo de 96 pozos, se dejaron los pozos de la
periferia intactos y a los 60 restantes se les adicion6 100 ul de medio Mueller Hinton,

con una pipeta multicanal.
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Se adicionaron 100 pl de las soluciones “stocks” de los compuestos a
ensayar en el pozo que inicia cada hilera de trabajo. Una vez depositadas las
soluciones “stock”, se realizaron las correspondientes diluciones seriadas con una
pipeta multicanal, se resuspendio la dilucion del primer pozo y se tomaron 100 pl del

mismo para transferirlos al siguiente conjunto de pozos.

Se tomaron 100 pl de la nueva dilucién y se transfirieron cuantitativamente al
siguiente conjunto de pozos, se resuspendieron las diluciones, evitando la formacion
de burbujas. Este paso se repiti6 de manera sucesiva, hasta completar la dilucion
seriada de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.5625 ug/ml, eliminando los 100 ul de la Gltima

dilucion de cada compuesto y del aceite esencial.

Una vez realizadas las diluciones seriadas, se adicionaron 100 uyl de la
suspensién bacteriana en cada pozo con los compuestos y el aceite esencial.

Se prepararon los controles en la ultima hilera de la parte inferior de la placa.
Para el control de 100 %, se adicionaron 100 ul de la suspensién bacteriana, para el
control de 10 %, se adicionaron 10 pl de la suspension bacteriana y 90 ul del medio
de cultivo Mueller Hinton y para el control del 1 %, se adicionaron 1 pl de la

suspension bacteriana y 99 pl del medio de cultivo Mueller Hinton.

Para revelar, se adicionaron 20 pl de solucion de azul alamar en cada pozo.
Posteriormente, se colocaron 200 ul de agua destilada estéril en los pozos de la
periferia y se incubaron de acuerdo a la bacteria que se trabajé, las condiciones de

incubacién de cada bacteria se muestran en el Cuadro 6.1.
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Cuadro 6.1: Condiciones de incubacion de la placa para el ensayo de la

actividad antimicrobiana por el método de azul alamar

Bacteria Tiempo de incubacion | Temperatura de
(horas) incubacion

Listeria monocytogenes 3 37 °C

Staphylococcus aureus 3 37 °C

Salmonella typhi 2 37 °C

Escherichia coli 2 37 °C

Pseudomona aeruginosa | 3 37 °C

Fuente: Luna-Herrera et al., 2007.

6.2.4 Interpretaciéon de resultados

6.2.4.1 Lectura visual

Se realiz6 la lectura de los pozos, cerciorandose de que el control del 100 %,
tenga un color rosa intenso, que se tomdé como concentracion minima inhibitoria
(CMI) a la concentraciéon correspondiente al Gltimo pozo que permanecié azul y cuya

intensidad sea igual o menor a la obtenida en el control del 10 %.

6.2.4.2 Lectura fluoromeétrica

La fluorescencia se midi6 en fluorometro de placa (Fluoroskan Ascent FL,
Thermo, Finland) con filtros de excitacion de 544 nm y de emision de 590 nm y se
compararon las lecturas en unidades relativas de fluorescencia (URF) del control del
10 %, con las de los pozos de prueba. Se tomdé como concentracibn minima
inhibitoria a la concentracion correspondiente al ultimo pozo cuyo valor de URFs sea
igual o menor al obtenido en el control del 10 %. La CMI se define como la mas baja
concentracion de medicamento que presenta valores mas bajos de unidades
relativas de fluorescencia que los que se presentan por el control del 10 % de

crecimiento. Siempre debe existir una correlacion entre fluorometria y las
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observaciones visuales, por ejemplo celdas rosas presentan altos valores de

unidades relativas de fluorescencia (Luna-Herrera et al., 2007).

6.3 Evaluacion farmacologica del aceite esencial de las hojas de

Psidium guajava L.y de sus componentes mayoritarios

Los animales de experimentacion se sacrificaron por dislocacion cervical. Se
removio el ileon, se lavo en solucidén de Krebs-Henseleit y posteriormente se puso en
solucion de Krebs-Henseleit a 37 °C y pH 7.4, de la siguiente composicion (mM):
NaHCO3; 20, NaCl 119, KCI 4.6, KH,PO,4 1.2, MgSO,4 1.2, CaCl, 1.5 y glucosa 11.4,
burbujeando constantemente con una mezcla gaseosa de 95 % de oxigenoy 5 % de
diéxido de carbono, incubado a una temperatura de 37 °C, para simular las

condiciones fisioldgicas in vivo. (Rojas et al., 1999).

El ileon se corté en segmentos de 1 cm de longitud, cada segmento se
colocd verticalmente en una camara de tejido de 20 ml con solucion de Krebs-
Henseleit. Después de media hora de incubacién y bajo una tension de 1 g, se
midieron las respuestas contractiles usando transductores de fuerza isométrica
(Grass FT 03) conectados a un poligrafo (Grass 7D). Después del periodo de
estabilizacion, se registro en 10 minutos la respuesta, que es un periodo de control,
cada compuesto puro y el extracto total se afiaden al bafio a diferentes
concentraciones no acumulativas y las respuestas se observaron por 10 minutos.
Solamente una concentracién se usé para cada segmento de ileon (Rojas et al.,
1999).

El efecto de los extractos se determind comparando las areas bajo la curva
inscritas por la frecuencia y la amplitud de las contracciones de ileon, antes y
después de la aplicacion del extracto y de los compuestos de prueba. Las areas se
miden de los trazos del poligrafo usando una tableta analitica digital (CPLAB-10) y un

software especialmente disefiado (Rojas et al., 1999).
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6.4 Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos solamente de los ensayos farmacoldgicos, ya que los
resultados de los ensayos antimicrobianos se leen directamente en el fluorbmetro y
sélo se realizaron por duplicado, se analizaron aplicando un andlisis de varianza
(ANOVA) y utilizando la prueba de Tukey para detectar diferencias estadisticas entre
las medias de los tratamientos (p < 0.05). Este analisis se llevo a cabo empleando el
programa estadistico STATGRAPHICS (Graphics Software System, Manufistics, Inc.,
USA).
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VIlI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de la hoja de Psidium

guajava L.y de sus componentes mayoritarios

Los resultados del andlisis para la determinacion del efecto antimicrobiano
del aceite esencial y de sus componentes mayoritarios en las hojas de Psidium
guajava L. por el método utilizando el indicador azul alamar sobre las cepas ATCC
de Salmonella typhi ATCC 6539, Listeria monocytogenes ATCC 244, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC
25922 se muestran en el Cuadro 7.1. Se ha establecido que un extracto total es
efectivo para determinado microorganismo cuando su concentracibn minima
inhibitoria (CMI) es menor o igual a 50 pg/ml, en tanto que en el caso de los
compuestos puros su CMI debe ser menor o igual a 5 yg/ml (Luna-Herrera et al.,
2007). La CMI en microbiologia, es la concentracion mas baja de un antimicrobiano
gue inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de su incubacion. La
concentracion minima inhibitoria es importante en diagnésticos de laboratorio para
confirmar la resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas
para monitorizar la actividad de los nuevos agentes antimicrobianos (Andrews, 2001).
Por otra parte, la concentracion minima bactericida (CMB) es la concentracion a la
cual el 99.9% o mas del inéculo inicial muere por efecto de un agente antimicrobiano
(Carson et al., 1995; Canillac y Mourey, 2001).
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Cuadro 7.1: Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

guayaba y sus componentes mayoritarios sobre las cepas de prueba

Microorganismo de Concentracion mininainhibitoria (ug/ml)
prueba
Aceite (S)- (R)- B-cariofileno | Cineol
esencial | Limoneno | Limoneno
de

guayaba
Salmonella typhi NA NA NA NA NA
ATCC 6539
Listeria 50 NA NA 3.125 NA
monocytogenes
ATCC 244
Staphylococcus aureus | NA NA NA NA NA
ATCC 25923
Pseudomona NA NA NA NA NA
aeruginosa
ATCC 9027
Escherichia coli NA NA NA NA NA
ATCC 25922

NA= No activo, en donde la CMI >50 ug/ml.

Las concentraciones del aceite esencial y de sus componentes mayoritarios
para el analisis de su actividad antimicrobiana fueron de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y
1.5625 pg/ml, como se ejemplifica en la Figura 7.1. En esta figura también se
muestran los controles que corresponden a suspensiones bacterianas a una
concentracion del 100, 10 y 1 % en el caldo de cultivo en ausencia de un agente
antimicrobiano para demostrar la viabilidad de los microorganismos en las
condiciones de prueba del ensayo. EI color rosa en el control para la suspension
bacteriana al 100 % indica una reduccién del colorante azul alamar por la presencia

del microorganismo, el cual se desarroll6 sin restriccion debido a la ausencia de un
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agente antimicrobiano en el medio. La reduccién del colorante no se observa en los
controles correspondientes a las suspensiones bacterianas al 10 y 1 %, en virtud de
gue la cantidad de microorganismos en el medio no es suficiente para llevar a cabo
la reduccion del colorante, la cual es directamente proporcional al nimero de
microorganismos que se encuentran en contacto con el colorante (Luna-Herrera et
al., 2007).

_pg/m||1234512345
50 e‘(‘% UL J
25 . & -
125 'Q‘ ‘

6.25 e

s |8/6/8,

1.5625 QTG ‘1

°9e

Control 100% | Control10% | Control1%

-

Figura 7.1: Actividad antimicrobiana en placa del aceite esencial de guayaba
y Sus componentes mayoritarios contra Listeria monocytogenes ATCC 244. (1) aceite
esencial de Psidium guajava L, (2) S - limoneno, (3) R — limoneno, (4) B — cariofileno,

(5) cineol.

Como se puede observar en la Figura 7.1, el aceite esencial de las hojas de
Psidum guajava L. no presentd actividad antimicrobina versus los microorganismos
de prueba a excepciéon de Listeria monocytogenes ATCC 244. Estos resultados no
concuerdan con lo reportado por Gongalves et al. (2008), quienes observaron que el
aceite esencial de las hojas de Psidium guajava L. extraido por el método de
hidrodestilacion inhibié el crecimiento de dos cepas de Staphylococcus aureus, una

de ellas correspondiente a una cepa aislada y tipificada en el laboratorio y otra
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aislada a partir de Xiphopenaeus kroyeri (camaréon), asi como en una cepa aislada y
caracterizada en el laboratorio de Salmonella Anatum. Sin embargo, estos autores
sefialan que el aceite esencial no tuvo un efecto antimicrobiano en una cepa E. coli
aislada vy tipificada en el laboratorio y en otra cepa de E. coli aislada a partir de X.
kroyeri. En este mismo trabajo se menciona que el extracto de las hojas llevado a
cabo con metanol presentd un mayor efecto antimicrobiano con respecto al aceite
esencial y a los extractos con hexano y acetato de etilo, en ningln caso se indican
los componentes mayoritarios presentes en los extractos. Por otra parte, Joseph et
al. (2010) evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de P. guajava en
10 cepas bacterianas MTCC (Microbial Type Culture Collection) entre las que se
incluyé el Staphylococcus aureus (MTCC-87). El aceite esencial inhibié el
crecimiento de este microorganismo aunque su efecto antimicrobiano fue mas
significativo en las cepas de Bacillus cereus, (MTCC-430), Lactobacillus lactis
(MTCC-440), Enterobactor aerogenes (MTCC-2822) y Glucanobactor oxidans
(MTCC-904). Es importante sefalar que los componentes mayoritarios del aceite
esencial de P. guajava obtenido por Joseph et al. (2010) fueron dos alcaloides: la
criptonina (56%) y la dihidrobenzofenantridina (20%), un terpeno simple: el prenol
(26%) y una flavanona (4.2%). Es evidente que la composicion del aceite esencial de
P. guajava evaluado por Joseph et al. (2010) es diferente con respecto a los
constituyentes del aceite esencial que se evalu6 en este trabajo, cuyos componentes
mayoritarios son principalmente monoterpenos como el R-limoneno, S-limoneno y el
1-8 cineol (eucaliptol) y un sesquiterpeno (p-cariofileno). A este respecto, se ha
seflalado que los factores ambientales como son el suelo, clima, flora asociada y
métodos de cultivo pueden afectar a los metabolitos secundarios de los vegetales.
Por ejemplo, muchas plantas productoras de alcaloides, acumulan mayores
concentraciones de estos componentes en suelos hiumedos que en suelos aridos, lo
qgue puede estar relacionado con la cantidad de nitrogeno, ya que los suelos aridos
suelen ser pobres en este elemento (Nufiez-Rivas, 2003; Madeira et al., 2005).

Los resultados que se reportan en este trabajo de investigacion apoyan por

una parte los datos publicados por Gongalves et al. (2008) para E. coli, ya que no se
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observo una inhibicion en el crecimiento de E. coli ATCC 25922 como se muestra en
la Figura 7.2. Por otra parte, los resultados de esta investigacién contradicen los
hallazgos previos con respecto a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de P.
guajava para inhibir el crecimiento de cepas de Salmonella y Staphylococcus aureus
sefalado por Gongalves et al. (2008) y Joseph et al. (2010). La variabilidad en los
resultados puede explicarse en funcion de las diferencias en cuanto a los
componentes mayoritarios del aceite esencial presente en las hojas de P. guajava y

a gue su actividad antimicrobiana fue evaluada en diferentes especies bacterianas.

control control control
100 % 10 % 1%

Figura 7.2: Actividad antimicrobiana en placa del aceite esencial de guayaba
y sus componentes mayoritarios contra Escherichia coli ATCC 25922. (1) aceite
esencial de Psidium guajava L, (2) S - limoneno, (3) R — limoneno, (4) B — cariofileno,

(5) cineol.

El aceite esencial de P. guajava evaluado en esta investigacion Unicamente
presentd un efecto antimicrobiano sobre Listeria monocytogenes ATCC 244
detectandose una concentracién minima inhibitoria (CMI) de 50 pg/ml (ver Figura
7.1). Cosentino et al. (1999).observaron que la concentracion minima bactericida
(MBC por sus siglas en inglés) sobre Listeria monocytogenes ATCC 7644 del aceite

esencial de diferentes variedades de tomillo (Thymus capitatuts y Thymus herba-
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barona) fue de 450 y 225 pg/ml respectivamente. Por otra parte, Taran et al. (2010)
determinaron el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Ferulago angulata
subsp. carduchorum contra Lysteria monocytogenes (ATCC 29843) detectando una
CMI en un rango desde 137, hasta 170 pg/ml. Estas concentraciones resultan
significativamente mas altas comparadas con la CMI detectada para el aceite
esencial de P. guajava contra L. monocytogenes ATCC 244 que fue de 50 pg/ml.
Esto indica que efecto antimicrobiano del aceite esencial de P. guajava versus L.
monocytogenes es mayor con respecto al efecto antimicrobiano reportado para el

aceite esencial de T. capitatus, T. herba-barona y Ferulago angulata.

Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales extraidos de
diferentes especies vegetales, se atribuye a su alto contenido de compuestos
fendlicos como el timol y el carvacrol. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
gue los componentes minoritarios (terpenos que no contengan un grupo fenol en su
estructura) puedan contribuir al efecto antimicrobiano de los aceites esenciales
(Cosentino et al., 1999; Botelho et al., 2007; Bassolé et al., 2010).

Con respecto a los componentes mayoritarios del aceite esencial,
Gnicamente el [-cariofileno mostré actividad antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes, detectandose una CMI de 3.13 pg/ml (Cuadro 7.1). Esta
concentracion es menor a la CMI observada para el aceite esencial de P. guajava (50
Mg/ml). Esto puede atribuirse a un efecto antagonista entre los componentes del
aceite esencial, lo cual ya ha sido reportado para el aceite esencial de Melaleuca
alternifolia, Lippia multiflora Moldenke, Mentha piperita L. y Ocimum basilicum L., ya
gue sus compuestos de manera individual presentaron un efecto antimicrobiano
mayor en comparacion con el aceite esencial (Carson y Riley, 1995; Bassolé et al.,
2010).

La Figura 7.1 muestra evidencia de la inhibicion de crecimiento de Listeria
monocytogenes por el B - cariofileno a una concentracion de 3.125 ug/ml. El color

azul en los pozos indica que no hubo reduccion del colorante azul alamar por el
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microorganismo de prueba debido a que se inhibe su crecimiento por la presencia de

un agente antimicrobiano en el medio.

Se ha sefalado que el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de
origen vegetal tiene un caracter bacteriostatico, debido a que la actividad que poseen
los aceites esenciales sobre las bacterias es inhibir su crecimiento a través de un
dafio a la membrana y a la coagulacion del citoplasma (Bakkali et al., 2008), de modo
que el efecto inhibitorio que presenté el aceite esencial de la hoja de Psidium guajava
L. y el B — cariofileno sobre Listeria monocytogenes ATCC 244 pudiera obedecer a

estas transformaciones en la célula bacteriana.

Asi mismo, se ha descrito que en el caso de los terpenos de tipo fendlico
como el eugenol, el grupo hidroxilo podria reaccionar con las proteinas e inhibir la
actividad de las enzimas en los microorganismos (Wendakoon y Sakaguchi, 1993).
Por su parte, el carvacrol y el timol han mostrado tener un caracter hidréfobo con
capacidad para modificar la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, a
través de la liberacion de los lipopolisacaridos provocando un aumento en la
permeabilidad de la membrana citoplasmica induciendo una disminucion en la
concentracion de trifosfato de adenosina (ATP) intracelular (Lambert et al., 2001). El
dafio a la pared y a la membrana celular puede dar lugar a la liberacion de

macromoléculas y a la lisis de la célula bacteriana (Oussalah et al., 2006).

Es importante destacar que la CMI de la penicilina para inhibir el crecimiento
de Listeria monocytogenes ha sido reportada con un valor de 1.56 pug/ml (National
Committee for the Clinical Laboratory Standards, 1993), la cual resulta inferior con
respecto a la CMI observada para el B - cariofileno (3.125 pg/ml). Sin embargo, esta
concentracion es menor con respecto a la CMB detectada para el a-pineno, p-
cimeno, y-terpineno, linalool, a-terpineol (en todos ellos fue > 900 pg/ml), timol y
carvacrol (en ambos fue de 450 pg/ml). Estos resultados indican que el B -

cariofileno tiene un efecto antimicrobiano versus L. monocytogenes menor a la

49



penicilina; sin embargo, su efecto antimicrobiano es mejor con respecto al reportado

para diferentes terpenos (Cosentino et al., 1999).

Leverentz et al. (2003) evaluaron la actividad de la nisina, que es una
bacteriolisina producida por bacterias lacticas y posible responsable de la restriccion
del crecimiento de Listeria monocytogenes en los alimentos. Estos autores
encontraron que la CMI de la nisina para Listeria monocytogenes fue de 200 pg/ml.
Este dato indica que la sensibilidad de L. monocytogenes al aceite esencial de P.
guajava L. (CMI= 50 pg/ml) y al B — cariofileno (CMI= 3.125 pg/ml) es mayor en

comparacién con la que este microorganismo presentd ante la nisina.

Gonzalez et al. (2012) evaluaron la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Xenophyllum poposum (pasto) empleando el método de difusién en agar
observando concentraciones minimas inhibitorias de 0.74 mg/ml para Escherichia
coli (ATCC 35218 y ATCC 25922), 0.71 mg/ml para Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) y de 0.5 mg/ml para Staphylococcus aureus (ATCC 25923), en el caso de
Salmonella typhimurium (ATCC 13311) ésta mostro resistencia al aceite esencial de
X. poposum. Estos autores mencionan que el aceite esencial de esta especie vegetal
estd compuesto en un 72.2% por sesquiterpenos como el 6-hidroxitrimetona (14.7%)
y trimetona (1.7%). El aceite esencial de hoja de P. guajava L. contiene [3 - cariofileno
que también es un sesquiterpeno. Estos datos sugieren que la actividad
antimicrobiana observada en este aceite para inhibir a L. monocytogenes sea

atribuida en parte a este compuesto.

Sin embargo, es importante considerar que para trabajos futuros es
necesario realizar un analisis de toxicidad del aceite esencial de las hojas de
guayaba y el B — cariofileno, con la finalidad de asegurar su inocuidad como agente
antimicrobiano para ser utilizado en alimentos, o bien, para ser empleados en el

tratamiento de los desérdenes intestinales relacionados con cuadros de diarrea.
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7.2 Evaluacion farmacolégica del aceite esencial de la hoja de Psidium
guajava L.y de sus componentes mayoritarios con el ensayo de ileo aislado de

cobayo

7.2.1 Evaluacion farmacoldgica del aceite esencial de hoja de guayaba
Psidium guajava L.

Los resultados de las evaluaciones farmacologicas mostraron que el aceite
esencial de las hojas de guayaba induce un efecto contractil sobre las contracciones
espontaneas del ileon aislado de cobayo (Figura 7.3). En esta figura se observa que
el efecto contractil del aceite esencial de P. guajava fue dosis dependiente. Los
valores calculados a partir de la curva concentracidn-respuesta para la
concentracion efectiva media (CEsp) y el efecto maximo (Emax) fueron de 87.76

Mg/mly 70 %, respectivamente.
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Figura 7.3: Curva concentracidon-respuesta del efecto contractil inducido por

el aceite esencial de las hojas de Psidium guajava L.

Por otra parte, durante la evaluacion del efecto contractil del aceite esencial
de P. guajava sobre los segmentos de ileon, se observd que el aumento en la
motilidad del tejido se manifiesta de manera inmediata a su aplicacién y se mantiene
durante 4 minutos aproximadamente. Una vez transcurrido este lapso de tiempo, se
detectd una disminucion en el tono basal y en la amplitud de las contracciones
espontaneas del ileon en comparacién con las contracciones observadas en el tejido
antes de la aplicacion del aceite esencial como se muestra en la Figura 7.4. La
disminucién en el tono y la amplitud de las contracciones espontaneas del ileon no
se modifico en las diferentes concentraciones del aceite esencial evaluadas y por

esta razon, no fue posible construir una curva concentracién-respuesta.
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Figura 7.4: Registro representativo del efecto contractil inducido por el aceite
esencial de la hoja de Psidium guajava L. sobre las contracciones espontaneas de

ileo aislado de cobayo a una concentracion de 316 pg/mil.

Un efecto similar al observado en este trabajo para el aceite esencial de P.
guajava fue reportado por Magalhaes et al. (1998) en el aceite esencial de Croton
nepetaefolius, el cual aumentd el transito intestinal cuando se suministré via
intragastrica en ratones. De la misma manera, en segmentos de colon e ileon
aislado de cobayo el aceite esencial de esta especie vegetal disminuyé de manera
significativa el tono basal y en menor medida la amplitud de las contracciones
espontaneas de ambos tejidos, los valores para la CEsp se encontraron en el
intervalo de 0,9 a 16 y 8 - 150 ug /ml, respectivamente. Como ya se menciono
anteriormente, la CEso para el aceite esencial de P. guajava fue de 87.76 ug/ml, la
cual se encuentra en el rango de la CEsy donde se observo un efecto relajante para
el aceite esencial de C. nepetaefolius. En este contexto, la disminucion en el tono
muscular y la amplitud en las contracciones de ileon aislado de cobayo inducidas por
el aceite esencial de P. guajava, que se traducen en una relajacion del musculo liso,
justifican el empleo de las hojas de esta especie vegetal en la medicina tradicional
como un antiespasmadico intestinal. Por otra parte, la disminucion en el tono mas
gue la amplitud de las contracciones espontaneas del ileo contribuye a reducir la

resistencia al flujo luminal del contenido intestinal (Magalh&es et al., 1998).
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Los aceites esenciales son mezclas complejas de terpenos (mono y
sequiterpenos) muchos de los cuales han mostrado tener un efecto relajante de la
musculatura lisa en diferentes modelos experimentales in vitro (ileon aislado de
cobayo, ileo aislado de rata, yeyuno aislado de conejo, duodeno de rata, colon de
raton y utero de rata). Se ha reportado que algunos de los componentes de los
aceites esenciales responsables de su efecto rejalante son el 1,8 cineol (éter
monoterpeno) identificado en las especies P. lactiflora Peony C. cassia Blume,
Ocimum gratissimum, Croton nepetaefolus, Salvia santolinifolia, Salvia hydrangea,
Salvia. mirzayanii y Psidium guajava L., eugenol (compuesto fendlico) aislado de las
especies Ocimum gratissimum, y Croton nepetaefolus, timol identificado en las
especies Thymus membranaceus, Lippia sidoides y Acalypha phleoides, carvacrol
componente mayoritario de las especies Satureja hortensis, Zingiber roseum Rosc y
Lippia sidoides, estragol y anetol identificados en Croton zehntner, a y B-pinenos
aislados de las especies Ferula gummosa, Psidium guajava L., entre otras, terpineol
(alcohol monoterpeno) presente en la especie Croton nepetaefolus, nonanal
presente en la especie Artemisia ludoviciana, linalol detectado en la especie
(Lavandula angustifolia), citral (aldehido monoterpeno) compuesto aislado de Melissa
officinalis, B-cariofileno (sesquiterpeno biciclico) aislado de las especies S.
santolinifolia, S. hydrangea, S. mirzayanii, Pterodon polygalaeflorus y Plectranthus
barbatus y limoneno (R y S) identificado en Mentha x villosa, Psidium guajava L.,
Salvia santolinifolia, Salvia hydrangea y Salvia Mirzayanii (Magalhaes et al., 1998;
Sadraei et al., 2003; Camara et al., 2003; Prakasha et al., 2006; Astudillo-Vazquez,
2009; Botelho et al., 2007; Ponce-Montera et al., 2008; Karim et al., 2010; Leonhardt
et al., 2010). Las evaluaciones del efecto farmacolégico de los aceites esenciales
(AE) extraidos de las especies vegetales anteriormente sefialadas demostraron que
los AE disminuyen la motilidad del musculo liso. Se ha sefialado que el mecanismo a
través del cual los AE ejercen una relajacion en la musculatura lisa es debido
principalmente a un efecto inhibitorio sobre el influjo del Ca®* desde el fluido
extracelular a través de la membrana de las células del masculo liso mediante el
blogueo de los canales de calcio voltaje dependientes. De esta manera, la

contraccion del muasculo liso, la cual es inducida por K* y regulada por los iones de
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Ca**, no se lleva a cabo debido a la ausencia de este i6n en el citoplasma (Astudillo-
Vazquez et al.,, 2009). Con base en lo anterior, se esperaria que el mecanismo
descrito anteriormente sea el responsable del efecto relajante inducido por el aceite
esencial de P. guajava sobre las contracciones espontdneas del ileo aislado de

cobayo.

7.2.2 Evaluacion farmacolédgica de los componentes mayoritarios del

aceite esencial de la hoja de guayaba Psidium guajava L.

Los resultados de las evaluaciones farmacoldgicas mostraron que el S-
limoneno, el R-limoneno y el cineol inducen un efecto contractil sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo como se muestra en la
Figura 7.5. En esta figura se observa que el efecto contractii de estos tres

compuestos mayoritarios del aceite esencial de P. guajava fue dosis dependiente.
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Figura 7.5: Curvas concentracion-respuesta del efecto contractil sobre el
ileon aislado de cobayo del R-limoneno, S-limoneno y cineol identificados en el

aceite esencial de la hoja de guayaba Psidium guajava L.

Los valores calculados a partir de la curva concentracion-respuesta para la
concentracion efectiva media (CEsp) y el efecto maximo (Emax) se presentan en el

Cuadro 7.2.

Cuadro 7.2. Valores de la concentracion efectiva media (CEsp) y del efecto
maximo (Emax) contractil inducido por el R-limoneno, S-limoneno y cineol

identificados en el aceite esencial de las hojas de P. guajava L.

Compuesto CEso (ng/ml) Emax (%0)
R-limoneno 38.3 £5.7 98.40 £ 4.6
S-limoneno 455.2 +9.3 100.0+1.3
Cineol 76.3+ 3.0 100.0+3.4

56



El cineol es un éter monoterpeno que ha mostrado tener un efecto
espasmolitico en el ileo aislado de cobayo al reducir el tono muscular (Clsg = 322
ug/ml) y bloguear las contracciones inducidas por KClI 60 mM (Clsg = 419 ug/ml) en
este tejido (Magalhées et al., 1998). Asi mismo, se ha reportado que este compuesto
produce una relajacion en las contracciones de Utero de rata inducidas por KCI 60
mM (Clsp = 81.39 pg/ml) (Ponce-Montera et al.,, 2008) y en las contracciones
espontaneas de ileo de ratéon (ICso = 100 pg/ml) (Lee et al., 2009). Estos datos se
contraponen con el efecto contractil detectado para el cineol en esta investigacion.
Sin embargo, es importante sefialar que si bien el efecto contractil del cineol fue
inmediato y consistente en todas las concentraciones evaluadas, a una
concentracion de 1000 ug/ml este efecto se mantuvo en el tejido en un rango de 2 a
6 minutos, después de este lapso de tiempo se detecté una inhibicion en las
contracciones del ileo hasta de un 63.8 % que se conservd durante 2 minutos, en
tanto que a una concentraciéon de 10,000 ug/ml el efecto contractil se manifesto
durante 1 minuto y posteriormente, se observo un efecto espasmolitico hasta de un
82.5 %. En la Figura 7.6, se muestra el efecto farmacolégico del cineol en el ileon

aislado de cobayo a tres concentraciones evaluadas.
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Figura 7.6. Registros representativos del efecto contractil inducido por el

cineol sobre las contracciones espontaneas de ileo de cobayo. A) 316 pg/ml, B)
1,000 pg/mly C) 10,000 pg/mil.

En lo que respecta al R- limoneno y S- limoneno, el primero mostré un efecto
contractil mas potente (CEsp = 38.3 ug/ml) en comparacion con el S-limoneno (CEsg =
455.2 ug/ml). En la literatura cientifica son escasos los trabajos reportados con
respecto al efecto farmacolégico de ambos isbmeros. Uno de estos reportes es el

publicado por De Sousa et al. (2008), quienes evaluaron la relacion entre la
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estructura y el efecto espasmolitico de monoterpenos analogos presentes en la
especie Mentha x villosa. Estos autores sefialan que el (+)- limoneno indujo una
relajacion en las contracciones del ileo aislado de cobayo inducidas por KCI 60 mM,;
sin embargo, no se especifica el tipo de isbmero que corresponde (R-limoneno o S-
limoneno). Por otra parte, en este trabajo se menciona que la (-)- carvona
(compuesto aislado del aceite de menta verde) indujo un efecto espasmolitico mas
potente con respecto a la (+)-carvona (compuesto presente en la esencia de la
alcaravea). Las diferencias en cuanto al efecto observado entre los enantiomeros de
carvona se atribuyen a la influencia de la quiralidad de las moléculas en su actividad
farmacolégica. En este contexto, los resultados obtenidos en cuanto a la diferencia
en la potencia del efecto contractil del R-limoneno y S-limoneno detectados en esta
investigacién, concuerdan con lo reportado por De Sousa et al. (2008), ya que
muestran evidencia de que el arreglo espacial de una molécula bioactiva tiene un

efecto directo en sus propiedades farmacoldgicas.

De manera adicional, resulta importante destacar que el S-limoneno y el R-
limoneno denotaron un efecto inhibitorio en las contracciones espontaneas de ileon
aislado de cobayo, aunque el efecto contractil fue el que predominé de manera
consistente en todas las concentraciones evaluadas. En el caso del S-limoneno a
bajas concentraciones desde 1 hasta 100 ug/ml se detecté una disminucion en el
tono del musculo liso de manera inmediata a la aplicacion del compuesto en un
rango desde 31.3 hasta 52 % con una duracion de 0.5 minutos. A una concentracion
de 10,000 ug/ml este efecto relajante se observé un minuto después de la aplicacion
del compuesto con una disminucion en el tono muscular hasta de un 41 % con una

duraciéon de 2 minutos como se muestra en la Figura 7.7.
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Figura 7.7. Registros representativos del efecto contractil inducido por el S-
limoneno sobre las contracciones espontaneas de ileo de cobayo. A) 3.16 pug/ml y B)
10,000 pg/ml).

A diferencia del R-limoneno, se observé que hasta una concentracién de 300
ug/ml el efecto contractil inducido por el R-limoneno sobre las contracciones
espontaneas del ileo aislado de cobayo se manifestd6 de manera inmediata a la
aplicacion del compuesto con una duracion de 2 minutos al término de este periodo
se detectd una disminucion el tono muscular hasta de un 44.6%. Por el contrario, a
una concentracion de 1000 pg/ml se observé una inhibicion en las contracciones del
musculo liso intestinal de manera inmediata a la aplicacion del compuesto hasta de

un 85 % como se muestra en la Figura 7.8.
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Figura 7.8. Registros representativos del efecto contractil inducido por el R-
limoneno sobre las contracciones espontaneas de ileo de cobayo. A) 300 ug/mly B)
1,000 pg/ml).

Debido a que el efecto espasmolitico del R-limoneno fue mayor a
concentraciones mas bajas en comparacion al observado para el S-limoneno y
cineol, se puede decir que el R-limoneno presenta un efecto farmacologico bifasico

(antiespasmadico-espasmogénico) como se muestra en la Figura 7.9.

El efecto bifasico que presentan algunos terpenos como el taraxasteril
(triterpenoide) ya ha sido reportado con anterioridad por Ammon et al. (2006). Por lo
tanto, la dualidad del efecto farmacolégico del R-limoneno concuerda con lo

reportado en la literatura.
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Figura 7.9. Efecto contractil-inhibitorio inducido por R-limoneno sobre las

contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo.

El B-cariofileno indujo un efecto inhibitorio sobre las contracciones
espontaneas del ileon aislado de cobayo dependiente de la concentracion como se
muestra en la Figura 7.10. Los valores calculados a partir de la curva concentracion-
respuesta para la concentracion inhibitoria media (Clsp) y el efecto méximo (Emax)

fueron de 1365 pg/mly 81.6 %, respectivamente.
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Figura 7.10: Curva concentracion-respuesta del efecto inhibitorio sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo inducidas por el B-cariofileno

identificado en el aceite esencial de la hoja de guayaba Psidium guajava L.
El efecto espasmolitico del B-cariofileno sobre las contracciones espontaneas

del ileo aislado de cobayo fue consistente en todas las concentraciones evaluadas

como se observa en la Figura 7.11.

63



5 minutos

|l
|

B — cariofileno

1

B — cariofileno

1

B — cariofileno

Figura 7.11. Registros representativos del efecto inhibitorio inducido por el -
cariofileno sobre las contracciones espontaneas de ileo de cobayo. A) 100 pg/ml, B)
1,000 pg/mly C) 10,000 pg/ml).
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El efecto espasmolitico del B-cariofileno sobre las contracciones espontaneas
del ileo aislado de cobayo est4 acorde con la literatura en donde se reporta un
efecto relajante de este sesquiterpeno sobre las contracciones en ileo de cobayo
(Clsp = 12.4 pg/ml, Emax =12.4 %) y en ileo aislado de rata (Clsp = 17.4 pg/ml)
inducidas por acetil colina (100 pg/ml) y sobre las contracciones espontaneas de ileo
de rata (Clsp = 68.65 pg/ml) (Camara et al., 2003; Leonhardt et al., 2010). No
obstante que la Clsg del B-cariofileno obtenida en este estudio fue aproximadamente
20 veces mayor a lo sefialado por otros autores, el Emax observado en este trabajo

es significativamente mayor con respecto a lo reportado en la literatura.
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VIII. CONCLUSIONES

El aceite esencial de la hoja de Psidium guajava L. y sus componentes
mayoritarios Unicamente presentaron actividad antimicrobiana para Listeria

monocytogenes (ATCC 244).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Psidium
guajava L. para Listeria monocytogenes (ATCC 244) fue de 50 pg/ml, la cual es
significativamente menor a la reportada para el aceite esencial de T. capitatus (CMI =
450 ug/ml), T. herba-barona (CMI = 225 uyg/ml) y F. angulata (CMI = 137 — 170
pg/ml). Por consiguiente, el efecto antimicrobiano del aceite esencial de P. guajava
para L. monocytogenes es mayor con respecto al reportado para los aceites

esenciales obtenidos a partir de otras especies vegetales.

La sensibilidad de L. monocytogenes al 3 — cariofileno (CMI= 3.125 ug/ml)
fue mayor en comparacion con la que este microorganismo presentd ante la nisina
cuya CMI ha sido reportada de 200 ug/ml. A su vez, la CMI del B — cariofileno resulté
inferior a la CMI del aceite esencial de P. guajava. Estos datos sugieren que la
actividad antimicrobiana del aceite esencial P. guajava para inhibir a L.

monocytogenes sea atribuida en parte a este compuesto.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Psidium
guajaval. y B — cariofleno sobreL. monocytogenes detectada en esta
investigacién, constituyen un hallazgo importante que no ha sido reportado en la

literatura cientifica.

Las evaluaciones farmacolégicas mostraron que el aceite esencial de P.
guajava y sus componentes mayoritarios S-limoneno, el R-limoneno y el cineol
inducen un efecto contractil sobre las contracciones espontaneas del ileo aislado de

cobayo dependiente de la concentracion.
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El B-cariofileno indujo un efecto inhibitorio sobre las contracciones
espontaneas del ileon aislado de cobayo dependiente de la concentracién, en donde
su efecto maximo (Emax = 81.6 %) es significativamente mayor con respecto a lo

reportado en la literatura.

El efecto espasmolitico del B-cariofileno y la disminucion en el tono muscular
y la amplitud en las contracciones del ileon aislado de cobayo inducidas por el aceite
esencial de P. guajava, el S-limoneno, R-limoneno y cineol, justifican el empleo de
las hojas de esta especie vegetal en la medicina tradicional como wun

antiespasmadico intestinal.

Las evaluaciones de la actividad antimicrobiana y farmacoldgica del aceite
esencial y de sus componentes mayoritarios obtenidos a partir de las hojas de P.
guajava que se derivan de este trabajo, contribuyen a validar el empleo etnomédico
de esta especie vegetal para el tratamiento de los denominados desordenes

gastrointestinales.
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X. ANEXOS
Anexo |

Estructuras quimicas de componentes selectivos de aceites esenciales

1. Terpenos
- Monoterpenos
Carburos
monociclicos Carburos
Cimeno (Y) o p- Sabineno biciclicos
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Alcoholes aciclicos Fenoles
Citronelol Geraniol Carvacrol Timol
2 OH
= oH
-
- Sesquiterpenos
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Farnesol Cariofileno
HC™
H
2. Compuestos
aromaticos
Aldehidos Alcoholes Fenoles Fenoles
Cinamaldehido Cinamil-alcohol Cavicol Eugenol
o A O — ~CH,
n/“ﬁf“'%fJ\H P /N gon s
\) “ ~ocH,
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Derivados metoxi
Anetol

Derivados metoxi
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(continuacién)

3. Terpenoides (isoprenoides)

Ascaridol Mentol

OH
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