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1. RESUMEN

En este trabajo de investigacion se evaluo el efecto antimicrobiano de los extractos (hoja y
tallo) acuoso, acetato de etilo, hexano y metanol de Croton hypoleucus, y el extracto de
metanol de Leucophyllum frutescens, contra bacterias colonizadoras de la cavidad bucal,
relacionadas a enfermedad periodontal; cabe destacar que es el primer estudio que se realiza
de C. hypoleucus. Las bacterias fueron evaluadas por método de microdilucion en caldo y se
obtuvo la concentracion minima inhibitoria (CMI). Todos los extractos de C. hypoleucus
presentaron inhibicion bacteriana, a excepcion del extracto acuoso; el extracto de hexano fue
el mas bioactivo, inhibiendo el 70% de las bacterias evaluadas, tuvo una CMI contra
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum de 512 pg/ml; seguido por el extracto de metanol
de L. frutescens, el cual inhibié 20% de las bacterias y mostr6 una CMI de 512 pg/ml contra
la misma bacteria. El estudio biodirigido del extracto de hexano de C. hypoleucus condujo al
aislamiento de tres labdanos (A-C), siendo el mayoritario el labdano asignado como 1, con un
rendimiento del 8%; se llevd acabo la evaluacion antimicrobiana de los compuestos
mayoritarios 1 y 3. Para el labdano 1 la CMI fue de 16 pg/ml contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans stp. a; en el extracto de metanol de L. frutescens, el compuesto
mayoritario fue el acteosido (D), con un 30% de rendimiento en el extracto, siendo el
responsable del efecto, con una CMI de 64 pg/ml contra A. actinomycetemcomitans stp. a.

D)
Estructura quimica de: A) labdano 1, B) labdano 2, C) labdano 3, D) acteosido.



2. INTRODUCCION

2.1. Antecedentes

A lo largo de la historia, las plantas han provisto al hombre de un sinfin de moléculas con
efectos terapéuticos; los productos derivados de plantas han dominado la farmacopea a través
de la historia y ayudado en el proceso de enfermedad en el hombre. A finales del siglo XIX
fue obtenido el primer farmaco sintético por F. Bayer y F. Hoffman, el cual es Ilamado
comunmente aspirina (acido acetil salicilico); un compuesto activo utilizado como analgésico.
Esto marcd un parte aguas entre la industria farmacéutica y la investigacion de nuevas
moléculas procedentes de productos naturales. Posteriormente gand terreno la industria
farmacéutica, debido a la sintesis guiada de nuevos compuestos organicos y el disefio
computacional de nuevos farmacos; Por este motivo, se redujo el nimero de moléculas
aisladas a partir de productos naturales, lo cual declin6 principalmente en los afios 1984-2003,
donde el numero de moléculas aisladas a partir de productos naturales de un total de 847 en
ese periodo, fue de 43 moléculas de origen natural y derivadas de productos naturales fueron
232; 572 fueron sintéticas. La naturaleza provee de un vasto nimero de moléculas, debido a la

diversidad en familias, géneros y especies (1).

México cuenta con una riqueza histérica en el us6 de plantas con uso terapéutico frente a
diversas enfermedades, por una parte como consecuencia a la riqueza en flora, lo que es factor
principal para el desarrollo, utilizacién e investigacion de plantas medicinales (2-4); en esta
area, hay reportes que indican que se usan entre 3000 a 5000 especies de diferentes familias,
como remedio a distintas enfermedades (2, 3); esto ha hecho que se utilicen estos recursos en
paises con economia en desarrollo (OMS), asi como el estudio de nuevas especies, con el
objeto de disminuir costos y aumentar las posibilidades de éxito en el tratamiento de las

enfermedades (2, 5).

La medicina alopatica ha sido la de mayor crecimiento y aplicacion, considerandose como
todo aquel tratamiento que no es alternativo u homeopata, basado en un método cientifico. Por
otra parte el usé de la fitoterapia es aquella que utiliza todo material de origen vegetal con

utilidad o finalidad terapéutica (6).



El uso de la fitoterapia es extensa, entre las principales aplicaciones se encuentran:
analgésico (7), antinflamatorio (8), antimicrobiano (9, 10), anticancerigeno y cardiotonico por
mencionar algunos (11). El us6 de plantas medicinales en enfermedades bucales es una
actividad cotidiana (12), algunas especies que se usan son: el Syzygium aromaticum (Clavo),
Mentha piperita (13), Croton (palo blanco) (3) entre otros. La enfermedad periodontal, es el
segundo padecimiento bucal mas frecuente a nivel mundial y nacional, su principal factor
etioldgico es de origen bacteriano y por ende estados inflamatorios, por lo tanto es comdn,
encontrar en la farmacopea el uso de plantas con actividad terapéutica, donde se busca sea

efectiva y con menos efectos adversos.

Croton pertenece a la familia Euphorbiaceae, la cual se encuentra distribuida alrededor de
todo el mundo, tiene mas de 800 (14) especies. ElI género Croton, ha sido ampliamente
estudiado como anticancerigeno, analgésico y antimicrobiano en diversas enfermedades, entre
estas, las bucales (8, 15-17).

Croton hypoleucus es una (14) especie endémica de México la cual no cuenta con estudios
previos, siendo este el primer estudio fitoquimico y farmacologico, asi como la evaluacién de
su efecto antimicrobiano en 10 cepas colonizadoras de la cavidad bucal y que juegan un rol

importante en el desarrollo de la enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal junto con la caries, son los padecimientos con mayor incidencia
en la consulta dental segun la OMS (organizacion mundial de la salud) causando afectaciones
a nivel sistemico (18, 19), emocional y psicologico (20) ademas de pérdidas econémicas (21).
Definiéndose a la enfermedad periodontal como una patologia destructiva del periodonto,
caracterizada por la presencia de infeccidén y cuya consecuencia es una reaccion inflamatoria
(gingivitis) (22) por parte del hospedero a la flora microbiana y sus productos, y donde puede
presentar en su segunda fase (periodontitis), la perdida de los tejidos de soporte del diente (22,
23).

Es de vital importancia mencionar que en esta enfermedad su principal factor etioldgico es
microbiano (24), aunque factores genéticos, culturales, antecedentes patoldgicos y no
patoldgicos representan riesgo (25, 26), asi como predisposicion a presentar enfermedad

periodontal.



2.1.1. Factores microbioldgicos asociados con las enfermedades periodontales

La presencia de ciertas bacterias, asi como su proporcion, en la enfermedad periodontal,
juegan un rol importante; el Doctor Socransky postulé un esquema de sucesion microbiana,
seguido de una interaccion reciproca huésped-bacteria. Clasifico a las bacterias de acuerdo al
orden en la colonizacion y patogenicidad, agrupandolas en complejos con un color especifico
(figura 1). Como primer grupo colonizador se tiene al complejo amarillo, verde y morado,
junto con grupos de Actinomyces (25). Esto permite una sucesion autogénica, ademas de la
llegada del complejo naranja considerados patdgenos putativos o colonizadores puente, por
ultimo el complejo rojo o patégenos reconocidos; la presencia y el aumento de los niveles en
cantidad de los dos ultimos complejos, determina de manera importante la presencia de la

gingivitis y por ende enfermedad periodontal.

La presencia del cuadro clinico de la gingivitis permite la colonizacion no solo de los
complejos naranja y rojo sino de los colonizadores primarios o complejos verde, amarillo y
morado, permitiendo la continuidad del ciclo, el cual puede ser roto mediante diferentes vias
(25, 27):

e Laeliminacion total de la placa.
e Laeliminacién de los complejos rojo y naranja.

e Enfoques antimicrobianos, disminuyendo al complejo rojo y naranja.

El complejo morado se compone por Actinomyces odontolyticus y Veillonella parvula; el
complejo verde esta compuesto por Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena,
Eikenella corrodens; ademas dentro del grupo de los Actinomyces tenemos a: Actinomyces
israelii, Actinomyces naeslundii 1 y 2, Actinomyces gerencseriae, formando a los
colonizadores primarios; el complejo amarillo se compone por Streptococcus gordonii,
Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus

sanguinis.

Dentro de los colonizadores puente o complejo naranja (también llamados putativos)
tenemos a: Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,
Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Fusobacterium

nucleatum subsp. polymorphum, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium
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periodonticum, Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Streptococcus constellatus. EI complejo rojo o colonizadores tardios (patdgenos reconocidos)

son: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola (24, 25, 27).

Especiesde
Actinomyces

V. parvula
A odontolyticus

S. mitis \\"\
K S.oralis | \

S. sanguinis/
|

\

N

/
| £
|

Streptococcussp. |
S. gordonii -
S. intermedius

N

P. gingivalis

T. forsythia
T. denticola

E. commodens
C. gingivalis

C. sputigena . ) S. noxia
C. ochracea

C. concisus 3 X
A actina a A. actinomycetemcomitans

Figura 1. Complejos bacterianos en la placa subgingival relacionados con las enfermedades periodontales.
(Tomado de Socransky, et al. (25)).

Estas bacterias son anaerobias estrictas y facultativas, Gram negativos y Gram positivas
tienen un importante papel en el comienzo y posterior desarrollo de la periodontitis (28).

En un estudio descriptivo entre la microbiota supragingival frente a la subgingival en
poblacion mexicana con periodontitis cronica y poblacion sana periodontal, hecho por la
Doctora Ximénez-Fyvie, de 40 especies bacterianas, se comprobo la presencia de las 40 en
ambos ambientes supra como subgingival (24, 29). Las muestras supragingivales mostraron
altos conteos de A. naeslundii , A. israelii, A. odontolyticus, N. mucosa, S. gordonii, C.
ochracea y C. sputigena (complejo morado y verde); a comparacién de los conteos de la placa
subgingival en donde se presento una cantidad significativa de: T. forsythia y P. gingivalis, P.
nigrescens, P. intermedia, microrganismos que pertenecen a el complejo rojo, esto en

pacientes con enfermedad periodontal; mientras que la biopelicula supragingival dio altos
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conteos del complejo verde, amarillo y morado asi como de especies de Actinomyces.
Arrojando datos, acerca de la composicion de la placa supragingival, la cual puede albergar
patdgenos periodontales putativos, con un posible rol en el microambiente como reservorio
para una infeccion subgingival o sitio de distribucion de distintas especies, ademas, la
alteracion en cantidad de microorganismos respecto a pacientes sanos y enfermos

periodontales marca la diferencia (29).

Un manera de prevenir y tratar esta enfermedad, es disminuyendo la proporcién bacteriana,
utilizando un auxiliar de limpieza como son enjuagues bucales, los cuales contengan
antimicrobianos eficaces contra estos complejos bacterianos, principalmente patdégenos
reconocidos (complejo rojo) y patégenos putativos (complejo naranja) y los cuales sean
inocuos para las estructuras bucales y sin efectos adversos. Los farmacos maés utilizados en
enjuagues bucales, son la clorhexidina, la cual ocasiona pigmentacion dental y atrofia de
papilas gustativas; las bacterias poseen una diversidad de mecanismos de resistencia con el fin

de sobrevivir a medios hostiles y agresiones de su entorno.
2.1.2. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

La busqueda de nuevas moléculas, principalmente con efecto antimicrobiano, se debe al
aumento de la resistencia bacteriana y alta incidencia de las enfermedades. Los
microrganismos son resistentes a los agentes antimicrobianos de distintas maneras: 1) la
bacteria produce enzimas gque destruyen el agente antimicrobiano antes de que este alcance su
blanco o lo modifica de tal forma que ya no puede ser reconocido por su blanco. 2) la pared
celular se vuelve impermeable al agente antimicrobiano. 3) el blanco es alterado por mutacion
de tal forma que no permite la union del agente antimicrobiano. 4) La bacteria posee una
bomba de eflujo, la cual expulsa el antimicrobiano antes de que este alcance su blanco. 5) se
alteran las rutas metabolicas para que en determinado caso el antimicrobiano no pueda causar

algun efecto (30).

2.1.2.1. Resistencia natural y adquirida
En algunos casos la resistencia bacteriana es una propiedad intrinseca o innata. Esta
resistencia se debe generalmente a los mecanismos anteriormente descritos. Como podria ser
que el antimicrobiano sea demasiado grande como para entrar en la célula a través de las

porinas de su membrana externa. Las bacterias pueden ademas adquirir resistencia a los



antimicrobianos mediante mutacion, conjugacion, transformacion, transduccién 'y

transposicion (30).

Mutacién: La resistencia microbiana por mutacion se da del resultado de la mutacion
espontanea en un locus, el cual controla la susceptibilidad al antimicrobiano. La mutacién
ocurre con una frecuencia baja, pero cuando la bacteria es expuesta a un antimicrobiano, solo
sobreviven las bacterias resistentes, estas se multiplican y dan como resultado a una poblacion
resistente. Las mutaciones también pueden ocurrir en plasmidos (material genético

extracelular el cual puede contener genes resistente, ejemplo beta-lactamasas).

Conjugacion: las bacterias con frecuencia contienen material genético extracromosémico
llamado plasmido, los cuales llevan material genético resistente. Cuando dos ceélulas
bacterianas se encuentran cerca, por medio de una estructura Illamada pilis, se unen entre estas

permitiendo asi el intercambio entre plasmidos de la resistencia bacteriana.

Transformacion: las bacterias pueden encontrar fragmentos de DNA los cuales contienen
el gen resistente, estos genes son incluidos dentro de la célula por un mecanismo Ilamado
transformacion. EI DNA es recombinado con el material genético de la bacteria por

recombinacion dando la resistencia como resultado.

Transduccién: Este proceso se lleva acabd mediante los bacteridfagos (virus bacterianos)
los cuales encuentran en el interior el citoplasma fragmentos de DNA, estos podrian
empacarse en la capsula viral la cual al entrar a otra célula huésped, puede traspasar la

resistencia a la célula huésped.

Transposicion: los transposones son secuencias genéticas moviles con capacidad de
moverse de un &rea del cromosoma a otra o entre plasmido-cromosoma o DNA de

bacteriofagos (30).
2.1.3. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Es de vital importancia la realizacidn de pruebas antimicrobianas dentro del ambito clinico
como de investigacion, debido al aumento de resistencia de cepas bacterianas, ya sea por una
incorrecta posologia, automedicacion, misma naturaleza bacteriana, contaminacion intra-
hospitalaria (31) o con fines de investigacion. Ademéas de la investigacion de nuevas

moléculas de origen natural con mejores efectos (32).



Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (PSA) han cobrado mayor relevancia por el
aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos existentes y evaluar nuevas farmacos
(33).

La finalidad primordial de una PSA es la de predecir cbmo se comportara cierta cepa
bacteriana al estar en contacto frente a un farmaco o droga en un paciente; desde este punto de
vista, un resultado de sensible significaria que es altamente probable que la bacteria sea
eliminada y que el paciente responda positivamente al tratamiento administrado (34). A
diferencia de un resultado como resistente en donde nos indicaria que el tratamiento para el
proceso infeccioso con la sustancia activa en especifico fallara y que la bacteria no sera
eliminada por dicha sustancia (35).

Se debe aclarar que en las pruebas de sensibilidad solo se intenta predecir o hacer
inferencia a partir de estudios in vitro (35) de la inhibicion bacteriana que se daria en
organismos vivos, hay mdultiples factores que in vivo pueden modificar nuestro resultado,
como es el caso de la enfermedad periodontal, la cual por medio de la formacion de una
“biopelicula”, aloja y protege las bacterias en cuestion, en la cual las pruebas de sensibilidad

no nos puede asegurar que se obtendra el mismo resultado.

Dentro de las PSA tenemos una variedad de pruebas para comprobar si algun
microorganismo es susceptible a algin farmaco, teniendo principalmente dos grandes grupos:

cualitativas y cuantitativas (36).

Las PSA son indicadas donde no se pueda comprobar la susceptibilidad por medio de los
antibiogramas existentes, lo que ha aumentado en los Gltimos afios, (37) dando como resultado
una débil prediccion para algunas especies. Estas pruebas estan indicadas con propoésitos de

vigilancia y estudios clinicos como de investigacion.

Cualitativas: Principalmente en esta categoria la funcién de la prueba es reportar si es
Sensible, Intermedio o Resistente al farmaco, sin reportar en funcién a cantidad la inhibicion o
letalidad bacteriana. La prueba mas cominmente usada como prueba cualitativa es el método

de Kirby-Bauer (30) (método de difusion por disco o antibiograma).

Cuantitativas: Dentro de este grupo se reporta junto con la CMI concentracion minima
inhibitoria, la capacidad del farmaco para inhibir el crecimiento bacteriano a la menor
concentracion de la droga (38) o incluso si tiene un efecto bactericida o bacteriostatico,
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ademas de cuantificar el grado de inhibicion. Dentro de esta categoria tenemos el método de
dilucion en caldo, dilucion en agar y prueba de E-test.

2.1.3.1. Métodos de dilucién en caldo y agar

Las técnicas de dilucion en caldo o agar, se utilizan para medir cuantitativamente la
actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano. Estos métodos se basan
en la preparacién de una serie de tubos o placas con caldo o agar, a los cuales se les agrega el
antibiotico en distintas concentraciones. Enseguida se inocula cada uno de los tubos (pocillos)
0 placas con una suspension estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se
examinan despues de 24, 48 o 72 horas dependiendo de la curva de crecimiento del
microorganismo de estudio, y se determina la CMI del antimicrobiano frente al
microorganismo ensayado. Por esto para obtener resultados reproducibles cada detalle debe

ser cuidadosamente controlado (39).

Para realizar pruebas de sensibilidad e identificacion, se debe partir de un cultivo primario
en medio sélido y se debe procesar una colonia aislada de cada tipo de microorganismo; es
decir no se deben realizar pruebas de sensibilidad sobre cultivos mixtos, ni sobre material

clinico sin procesar, siempre realizarse sobre cultivos puros (30).

El valor de CMI obtenido por el método de dilucion, orienta al clinico sobre que
concentracion de antibidtico necesita alcanzar en el sitio de infeccion para inhibir el
microorganismo infectante. La CMI, sin embargo, no representa un valor absoluto. La CMI
real puede estar entre la menor concentracion de antibidtico que inhibe al microorganismo y la
siguiente donde se observa desarrollo del mismo. Si por ejemplo, fueran probadas diluciones
al medio y se determina una CMI de 16 ug/ml, el verdadero valor podria estar entre 16 y 8
pg/ml. Debe tenerse en cuenta que a pesar de realizar las pruebas de dilucion bajo condiciones
cuidadosamente controladas, no siempre se obtienen los mismos resultados. Generalmente, la

reproducibilidad de esta prueba es de +1 dilucion (40).

El método de dilucion en caldo como ya se menciono, nos arroja resultados de manera
cuantitativa de la concentracion necesaria para inhibir el desarrollo de un organismo dado (30,
40).En la prueba de microdilucion en caldo, actualmente la mas utilizada para obtener la CMI,
se realiza en una placa de poliestireno que contiene, en la forma estandar mas utilizada 96

pocillos. Donde en una placa puede contener de 7 a 8 diluciones de 12 diferentes agentes



antimicrobianos. En la mayoria de los sistemas se colocan 100 ul en cada pozo aunque este
puede variar, y teniendo una capacidad maxima de 350 pl cada pocillo en el formato de 96
pozos, el cual jamas debera ser utilizado a su maxima capacidad. El caldo Muller-Hinton es el
mas recomendado para el crecimiento y pruebas de susceptibilidad para microrganismos
aerobios o facultativos de répido crecimiento, aunque esto depende de la bacteria a crecer.
Este caldo debe estar correctamente balanceado con un contenido apropiado de Cationes
suministrados por el fabricante (Ca++ y Mg++). Cada lote debe ser analizado con un medidor
de pH después de que el medio se haya preparado. ElI pH correcto es entre 7.2 y 7.4 a una

temperatura de 25°C.

En el método de dilucién en tubo, se utilizan una serie de tubos que contienen un medio de
cultivo estéril el cual sostendra con vida a los microorganismos y varias concentraciones de
cada uno de los antibidticos que se van a ensayar. Todos los tubos se inoculan con el
microorganismo que va a ser ensayado y se incuban a la temperatura éptima de crecimiento
del microorganismo. Los agentes antimicrobianos se preparan en soluciones madre

concentradas y luego se diluyen en caldo hasta obtener la concentracidn deseada.

Un tubo con caldo se deja sin inocular como control negativo de crecimiento, a su vez otro
tubo sin la sustancia activa para observar el maximo crecimiento como control positivo.
Posteriormente se examinan los tubos para determinar en cuales de ellos se ha inhibido el
crecimiento del microorganismo. ElI microorganismo crecera en el tubo control positivo y en
todos los otros que no contengan la cantidad suficiente de sustancia activa para inhibir su
desarrollo. El pocillo o tubo que presente ausencia de crecimiento igualando al control

negativo, se designara ésta concentracién como concentracion minima inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es la concentracion mas baja capaz de prevenir
el crecimiento del microorganismo. Aquellos antibioticos que tengan la CMI més baja deberan

ser los que tengan la mayor actividad antimicrobiana frente al patdgeno.

Para medir la capacidad de la sustancia activa capaz de evitar la proliferacion de un
microorganismo, se hace mediante la obtencion de la (CMB) Concentracion minima
Bactericida, se debe realizar con el mismo sistema de dilucion en caldo para medirla. Al
mismo tiempo que la suspension inicial del microorganismo es inoculada en los tubos de

caldo, se toma una alicuota del tubo control de crecimiento, inmediatamente después de ser
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sembrado en los tubos, también debe ser sembrado en una placa de agar, para determinar la
unidades formadoras de colonia o UFC del inoculo.

Este numero se obtiene al contar las colonias presentes luego de la incubacion de la placa
de agar, el tiempo depende de la curva de crecimiento del microorganismo y por
multiplicacion del factor de dilucion. Una vez determinada la CMI, se siembra una cantidad
conocida del inoculo de cada una de los tubos o pocillos que no presentaron turbidez en placas
de agar, y el nimero de colonias que crecen en los sub-cultivos, después de la incubacion, se
compara con el namero de UFC del cultivo original. Dado que algunas sustancias activas que
son bactericidas no siempre esterilizan totalmente una poblacion bacteriana, la minima
concentracion de la sustancia activa que permite sobrevivir a menos del 0.1% del inoculo
original se denomina concentracion minima bactericida (CMB) o concentracion minima letal
(CML).

2.1.4. Metabolismo de las plantas

Se define al metabolismo como, al conjunto de reacciones fisico-bioquimicas que tienen
lugar en un organismo (célula) y de las cuales depende la vida, funcionamiento y
mantenimiento de este. En las plantas, la mayor parte del carbono y nitrogeno es llevado a
moléculas ubicadas en la células del organismo que las utilizara; obteniendo a través de
reacciones quimicas, aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos denominados metabolitos
primarios; los cuales se encuentran en todas las plantas desempefiando funciones establecidas
(41).

Pero ademas las plantas destinan una importante cantidad de carbono asimilado y de
energia a la sintesis de una gran variedad de metabolitos, de los cuales parecen no tener
desempefio directo en las funciones bésicas de la planta, a los cuales se le ha mal-llamado

metabolitos secundarios (41, 42).

Los metabolitos secundarios o también llamados productos naturales o productos
secundarios, ademas de no tener una funcion definida, reunen ciertas caracteristicas a
diferencia de los metabolitos primarios (43); una de estas es la distribucion, esto significa que
los metabolitos secundarios se encuentran restringidos a ciertas géneros o incluso especies,

estos metabolitos caracteristicos y de baja distribucion o localizacién; a diferencia de los
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primarios, los cuales se encuentran en la mayoria de las familias. Cabe mencionar que se

sintetizan en bajas cantidades, siendo restringida ain mas su localizacion (42).

Metabolismo CO,; * H,O
primario
. Proteina
Polisacaridos hv .

Azucares simples

Aminoacidos

e aroméaticos
Acetil CoA
Aminoacidos
Acidos alifaticos
grasos
1 | 1
Policétido Fenoles
Metabolismo Terpenos Alcaloides

secundario
Figura 2. Metabolismo primario y secundario del ciclo de carbono en plantas.
En la figura 2 podemos observar como a partir de CO, y H,O principalmente, a través de
reacciones bioquimicas se biosintetizan los metabolitos secundarios, mediante las vias de la

acetil coenzima A, &cido mevalonico y cido sikimico (43, 44).

Un ejemplo es el metabolito Ilamado salicina, el cual es un metabolito secundario de los
mas estudiados en cuanto a su distribucion natural y funcion; el cual se encuentra en las
estructuras reproductivas y hojas de 34 especies hasta el momento estudiadas, lo que confirma
en este caso una distribucion amplia; este metabolito induce a la floracion, participa en la
regulaciéon del potencial de las membranas celulares y la resistencia a enfermedades (45),
induce cambios de temperatura en plantas termogénicas, interviene en la expresion de ciertos

genes y actua como atrayente de parasitos de los Sauces.

Los metabolitos primarios como el acido shiquimico y el acetato proveen de materia
esencial para la sintetizar los metabolitos secundarios. El &cido shiquimico por su ruta
metabolica da origen a mucho productos aromaticos y fendlicos, entre ellos, los &acidos
cinamicos y algunas estructuras polifenolicas. El acetato es el precursor de los acidos grasos y

de los policétidos en la ruta del acetato-malonato, y los terpenos o isoprenoides son
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sintetizados en la ruta del acetato-mevalonato. Los aminoéacidos son los precursores de los

alcaloides y de los antibi6ticos peptidicos (42-44).

Dentro de las funciones que se piensa podrian tener los metabolitos secundarios y las cuales
no estan bien definidas se encuentran las siguientes: funciones: ecolégicas como atrayentes 0
repelentes de animales; pigmentos o colorantes a las flores o frutos, proporcionando atraccion
a ciertos insectos o aves y asi llevar acabo la polinizacion, o atraccion de animales con objeto
de diseminar la semilla por via de la heces. Otros compuestos tiene la funcion de proteccion
frente a depredadores, actuando como repelentes, dando un sabor amargo o incluso

indigestantes. También funcion defensiva frente a patégenos u hongos (41).

Como se menciond anteriormente también son Ilamados productos naturales y tienen un
gran us6 medicinal y econdmico, ya que son ampliamente utilizados en la industria cosmética,

alimentaria y farmacéutica.
Los metabolitos secundarios pueden agruparse en cuatro grandes grupos (44):

e Terpenos: Aceites esenciales, hormonas o pigmentos.
e Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
e Glicoésidos: saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos, y glucosinolatos.

e Alcaloides: nucleo piridico, nicleo isoquinoleico, nucleo fenantrénico y tropanico.
2.1.5. Métodos para la extraccion de metabolitos

Los metabolitos antes mencionados se pueden obtener mediante diferentes métodos de

extraccion (figura 3), los cuales se mencionan a continuacion:

2.1.5.1. Extraccion con disolventes
Consiste en colocar la droga en contacto con el disolvente, capaz de solubilizar los
principios activos. Los principios activos deben pasar de la droga al disolvente de manera que
se obtenga un extracto liquido. Posteriormente se elimina el disolvente para concentrar los
extractos. La obtencion de extractos con disolventes es de los métodos més utilizados para la
obtencion de metabolitos activos. Se debe tener en cuenta los siguientes factores para obtener

un correcto resultado (46, 47).

Caracteristica de la droga: se debe trabajar con drogas desecadas y con un tamafo
disminuido, esto con el objeto de obtener una mayor cantidad de principios activos.
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Naturaleza del disolvente: principalmente es utilizado el agua y etanol, pero también son
usados otros disolventes organicos como son la acetona, acetato de etilo y hexano entre otros
(46).

Temperatura: el aumento de la temperatura aumenta la extraccion de metabolitos activos
de las drogas, ya que aumenta su solubilidad, pero al mismo tiempo, ocasiona la degradacion
de dichos compuestos. En ningln caso se debe utilizar temperatura elevada para obtener

compuestos termolabiles (47).

Tiempo de contacto entre la droga y el disolvente: el tiempo dependerd de las

caracteristicas de la droga (dureza de la planta) y de los principios activos (volatiles).

Control de la difusion celular: Esta se obtiene con un adecuado contacto entre la droga y
el disolvente. Cuando se renueva el disolvente se mantiene una diferencia de la concentracion

de la droga en la planta y el disolvente, facilitando su extraccion.

La extraccion con disolventes puede catalogarse en dos grandes grupos: extraccion

continua y discontinua (46).

Métodos
extractivos

Procesos de
extraccion

Con
disolventes

discontinua Ji continua

maceracion
digestion

Mecanica Destilacion Con gases

L expresion
calor

incisiones

percolacién J
soxhlet

infusion
decoccidn

Figura 3. Métodos extractivos para la obtencién de metabolitos secundarios.
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2.1.5.2. Extraccion discontinua o simultanea
La droga se sumerge en el disolvente, por lo que la totalidad de la droga tiene contacto con
el disolvente y la difusion se llevara acabé en todas las direcciones hasta alcanzar el equilibrio.

Los métodos de la extraccion discontinua se observa a continuacion (tabla 1).

Tabla 1. Métodos de extraccion discontinua.

Método Temperatura Tiempo Disolventes

Maceracion ~ Ambiente Horas-dias Agua, mezclas
hidroalcoholicas
glicerina

Digestion >Ambiente Horas-dias Agua, mezclas
hidroalcohdlicas
glicerina

Infusion Proxima a la ebulliciébn ~ 1-2 min. hasta 30 min.  Agua

Decoccion Ebullicion 15-30 min. Agua

Estos metodos extractivos son reportados comunmente en la etnofarmacologia.

2.1.6. Plantas medicinales en la odontologia

Los padecimientos odontolégicos no son la excepcion; alguno tratamientos para
enfermedades bucales son la clorhexidina, agua oxigenada, los cuales ocasionan pigmentacién
dental y de las restauraciones directas tal cual como resinas, ademas de atrofia de las papilas
gustativas por lo tanto el uso de plantas con propiedades relacionadas a la higiene dental asi
como curativas en estados patoldgicos (tabla 2), se han utilizado desde tiempos antiguos,
como el uso de palillos con algin efecto sedante o mascar distintas plantas con usos
antimicrobianos, son ejemplos usados en algunas tribus africanas (48). En Meéxico la
utilizacion de plantas con propiedades medicinales es amplia y se ve reflejada en la variedad
de géneros y usos aplicados a el area odontoldgica, siendo los méas utilizados las infusiones
con fines analgésicos, aunque también destacan las formulaciones en forma de chicles (3). Por
lo tanto se conduce a un estudio de plantas con efectos terapéuticos bucales como las que a

continuacion se presentan:
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Tabla 2. Plantas mas cominmente utilizadas para padecimientos bucales a nivel mundial.

Nombre popular Nombre cientifico Uso en enfermedades bucales  Fuente
Sanguinaria Polyginum aviculare Gingivitis (49)
Sangre de drago Croton lecheri Analgésico antimicrobiano, (50, 51)
antinflamatorio y periodontopatias

Cuachalate Amphiterygium adstringens Periodontopatias (52)

Ajo Allium savitum Candidiasis, antibiotico (53)

Clavo de olor Sizygium aromaticum Odontalgias, alveolitis (13)

Corteza de Roble  Quercus robo Estomatitis (51, 53)

Esquinase purpurea Equinacea angustifolia sp.  Candidiasis (54)

Manzanilla Matricaria chamomille Inflamacién y odontalgias (55)

Menta Menta piperita Anticariogénico, antinflamatorio, (51, 53)
periodontopatias

Ortiga Urtica dioica Astringente en periodontopatias  (53)

Tomillo Thymus vulgaris Odontalgias e inflamacion del (13)
periodonto

Cacao Theobroma cacao Bacteriostatico en S. mutans (56)

Mango Mangifera indica Disminucion de niveles séricos en (57)
enfermedad periodontal

Romero Rosmanirus officinales Inhibitorio de S. mutans y L. (58)
acidophilus in vitro

Salvia Salvia officinales Prevencion y tratamiento de (59)
Gingivitis

Té verde Camellia sinensis Anticariogénico (60)

Encino Quercus ilex Periodontopatias (51)

C. sonderianus Croton sonderianus Periodontopatias (51)

Cabello de angel Caliandra grandiflora Anticariogénico (51, 61)

Pata de ledn Geranium sp. Movilidad dental (53)

Sangre de grado Jatropha dioica Movilidad dental (50)

Guayaba Psidium guajava Periodontopatias (51)

Siempre viva Sedum praealtum Gingivitis (51)

C. chichenensis C. chichenensis Antifangico (62, 63)

2.1.6.1. Familia Euphorbiaceae
La familia Euphorbiaceae abarca un gran nimero de géneros ampliamente usados como
remedios para distintas enfermedades, como por ejemplo, para tratamiento de infecciones de
piel, heridas, migrafia, parasitos intestinales, anticanceroso y antimicrobiano, por mencionar
los mas importantes; debido a su vasta distribucién a lo largo de todo el mundo. presenta cinco
subfamilias que son: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae vy
Euphorbioideae (64).
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2.1.6.2. Género Croton

En la tabla anterior (tabla 2) se presentan a algunas especies del género Croton, el cual
pertenece a la familia Euphorbiaceae. En la tabla 3 se proporciona la descripcion botanica de
la especie Croton hypoleucus, del género Croton, cuyas partes aéreas son comunmente
utilizadas para la realizacion de extractos; por ejemplo, las hojas, tallo, flores y latex. Esta
familia es la sexta mas diversa entre las angiospermas, presenta dos centros de diversificacion
importantes: uno en Asia con 34.32% de los géneros y otro en América que tiene el 32.8% de
los mismos; la familia Euphorbiaceae tiene mas de 8,000 especies a nivel mundial y se puede

destacar particularmente a México con 43 géneros y 782 especies (14).

Tabla 3. Taxonomia de Croton hypoleucus.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Tribu Crotoneae
Género Croton
Especie Hypoleucus

2.1.6.3. Croton hypoleucus
Perteneciente a la familia Euphorbiacea (14, 65), arbusto o hierba de 1 m a 1.20 m de
altura, hojas alternas y algunas veces lobadas, nervadura pinnada; presentan inflorescencias
racemosas, fruto en capsula, semillas cilindricas y comprimidas (fig. 4). La caracteriza la

presencia de tricomas estrellados en las hojas (14).
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Figura 4. Arbusto de Croton hypoleucus.

El endemismo del género alcanza el 80.59%. Entre los géneros mas diversos encontramos,
Croton con més de 800 especies y Jatropha con 175, ambos distribuidos principalmente en
zonas tropicales y subtropicales del mundo. En México encontramos 6 tribus y 8 géneros, de
los cuales, el 53% son endémicos de selvas bajas y matorrales xerofilos; en México se
encuentran 130 especies del género Croton. Es importante decir que aunque existen algunas
especies de géneros como Croton y Euphorbia en zonas templadas, el area de preferencia para

la familia son las tropicales y subtropicales (14).

2.1.6.4. Usos medicinales del género Croton
El género Croton ha sido motivo de estudios fitoquimicos debido a las posibilidades
terapéuticas que han podido ser identificadas en estas plantas (tabla 4y 5); una de las mas
estudiadas, por su us6 en el tratamiento de cancer e inflamaciones es Croton lecheri (65). Un
ejemplo del uso de este género, es la decoccion de las hojas de C. antisiphiliticus, la cual se

utiliza contra enfermedades venéreas, como diurético y contra la mordedura de serpiente (65).

Por su parte C. bonplandianus es utilizada como antiséptico; inclusive se ha informado que
el extracto acuoso de la especie C. caudatus ha sido usada contra la malaria (66, 67). En otras
regiones de América como en la amazonica, especialmente en Colombia, ecuador, Peri y
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Bolivia, se les conoce como sangre de drago a unas pocas especies del género Croton,
productoras de una resina de color rojo vinoso, a las que también se han identificado

propiedades medicinales (68).

Publicaciones en Per( sobre cinco especies del género Croton, dos han recibido especial
atencion por parte de los investigadores: C. palanostigma Klotsch y C. lechleri muell (69) con
un caracteristico sabor astringente. La sangre de drago es usada en forma tradicional desde
tiempos muy antiguos y en la actualidad se ha demostrado sus propiedades medicinales como
cicatrizante, antiviral, antinflamatorio, por su contenido en alcaloides y taspina ademas del
principio SP-303 (70), una proantocianidina oligomérica; también es excelente
antiinflamatorio para usé externo (7), para el tratamiento de ulceras gastricas, usandose

también para el uso del acné y eleva las defensas del organismo (71).

En estudios in vivo del uso de Croton palanostigma (Sangre de Drago) se demostrd su
accion cito-protectora sobre la mucosa gastrica administrando el latex por via oral a una dosis
de 0.8 ml/kg en ratas, mediante la estimulacién de produccion de moco gastrico, utilizando
como control positivo ranitidina; se realizé ligadura pildrica y se midié cantidad de jugo

gastrico y pH. ademas actividad de pepsina (72).

Se ha descrito también el mecanismo de accién cicatrizante de algunos tipos de Croton,
mediante la purificacion de su principio activo denominado taspina, la cual tiene un efecto
directo sobre la migracion celular y la sintesis de colageno, lo que activa la cicatrizacion asi
como su actividad anti inflamatoria, la cual es una propiedad interesante en caso de tener
aplicacion a la enfermedad periodontal, debido a que el colageno es parte importante en este
padecimiento (73).

También se han encontrado algunos oligdbmeros (proantocianidinas) los cuales tienen una
actividad antiviral en cultivos celulares, principalmente en tipos de herpes, hepatitis A y B,
ademas de que pueden relacionarse a la prevencion de enfermedades; presentan rol frente a
radicales libres principalmente como antioxidantes, motivo de investigacion en casos de

cancer (74).

De C. cajucara se han aislado terpenos, neo-clerodanos tipo furanos como trans-
dehidrocrotonina y acido acetil aleuritélico (fig. 5) de los cuales se observo un efecto contra

Tripanosoma cruzi en celulas infectadas; teniendo efecto inhibitorio a una Cls para el extracto
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metanolico de 40 pg/ml, para los clerodanos aislados la Clsg fue de 274 pg/ml y 109 pg/ml.
Otro efecto reportado es antinociceptivo bajo los modelos de la formalina subplantar y del
acido acetico y placa caliente en ratones suizos a una concentracion de 100 y 200 mg/kg (65,
75).

t-DCTH AAL

Figura 5. Clerodanos aislados de C. cajucara.

C. caudatus se estudi6 su efecto junto con Tiliacora acuminata contra del vector filarial de
Culex quinquefasciatus a 0.1 y 0.2% 1:1 de los extractos crudos(Cloroformo, Acetato de etilo
y benceno) a 72 horas (67) presentandose sinergismo, ya que al usarlas por separado tuvo

menor eficacia que juntas. Con C. jatrophoides se usdé como anti-alimentador en insectos (76).

C. celtidifolius ha comprobado su efecto Antinociceptivo en modelo de la formalina y test
de contracciones (8) ademas de antioxidante; esto en ratones machos suizos, frente al extracto
de crudo etanol a una concentracion de 100 y 300 mg/kg inhibiendo en un 60-75% el nimero

de contracciones.

Un propiedad similar la demostré C. malambo como antinflamatorio y antinociceptivo (77),
administrando el extracto acuoso de su corteza a ratones albinos por via intra peritonealmente
a una concentracion de 6.15 mg/Kg en comparacion con acido acetil salicilico y diclofenaco
sodico, evaluandose también toxicidad DTsy 12.3 mg/kg y DLs esta fue de 4,096 mg/Kg con

un tiempo pico en 10 minutos (8, 67, 75).
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C. chichenensis tiene efecto anti fungico por el método de difusion en disco frente a hongos
que afectan la cosecha como el hongo Colletotrichum gloeosporioides responsable de

antracnosis (62).

C. cuneatos se observo su actividad antinflamatorio del extracto acuoso a una dosis de 7
mg/kg, en modelo de ratas Sprague-Dawley, en modelo de inflamacién plantar, por la
administracion de sero-albdmina (78).

C. flavens se han evaluado sus aceites esenciales en lineas celulares humanas con cancer, en
carcinoma de pulmon A-549 y linea celular de adenoma carcinoma de colon DLD-1, donde la
GI-50 para A-549 fue de 27 £ 4 pug/ml y para DLD-1 fue de 28 + 3 pg/ml (17, 62).

Croton lecheri (Crotén drago) el cual ha sido el mas estudiado por sus usos en el
tratamiento del cancer e inflamaciones ademas de antiviral donde se obtuvo el compuesto
SP303. Otras especies como es el C. antisiphiliticus se utiliza contra enfermedades venéreas,
como diurético y contra la mordedura de serpiente. Por su parte C. bonplandianus es utilizada
como antiséptico (66, 79).

C. lobatus mostro actividad antiplasmédica hacia Plasmodium falciparum a 10 pg/ml.
Teniendo mayor sensibilidad el extracto de metanol de sus partes aéreas con un Clsy de 0.38
pg/ml (80). En estudios similares de Croton urucurana demostrd tener efecto antibacterial
frente a microorganismos como son Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa los

cuales presentaron efecto in vitro antibacteriano de los compuestos polares (10).

Tabla 4. Uso farmacoldgico del género Croton.

Especie Efectos comprobados
C. cajuara Antinociceptivo, se usa en enfermedad de Chagas
C. caudatus Antiplasmadico
C. celtidifolius Antinociceptivo, antinflamatorio
C. chichenensis Antiflngico
C. cuneatus Antinflamatorio
C. flavens Antitumoral
C. lecheri Antiviral, antinflamatorio y anticancerigeno
C. antisiphiliticus Contra enfermedades venéreas
C. bonplandianus Antiséptico
C. lobatus Antiplasmédico
C. oblongifolius Hepatoprotector
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Tabla 5. Especies de Croton con efecto antibacteriano.

Especie

Metabolitos secundarios identificados

Bacterias evaluadas

C. bonplandianum
C. urucurana

C. sonderianus

C. steenkampianus

C. zenhtneri

Alcaloides
Catequinas, gallocatequinas y esteroides

Diterpenos (acido entbeyer-15-en-18 oico)

Flavonoides y Diterpenos

Diterpenos

S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli

Salmonella typhimuriumy
S. aureus a5y 2 mg/mi

S. mitis, S. mutans, S.
sanguinis, S. sobrinus y S.
salivarius

Plasmodium falciparum
5.80y 8.60 pg/ml
Shigella flexneri (ATCC
12022) 1000 pg/mi

2.1.6.5. Género Croton en enfermedades bucales

El género Croton ha sido motivo de estudio en algunos padecimientos bucales (tabla

6), como por ejemplo en alveolitis, antifangico frente a Candida albicans (63) analgésico y

antimicrobiano contra S. mutans (61).

Tabla 6. Principales usos del género Croton en enfermedades bucales.

Género

Uso

Modelos

C. lecheri

C. chichenensis
C. draco
C. cajucara

Alveolitis, antiviral

Anti fangico: C. albicans
Antimicrobiano
Anticariégeno

artificial

Relleno alveolar a base de Aloe vera en
Cavia porcellus

Difusion en disco

Microdilucién en caldo

Suspensiones

celulares 'y biopelicula

2.1.6.6. Leucophyllum frutescens

El género Leucophyllum pertenece a la familia Scrophulariales (tabla 7), crece desde la

parte norte de América de Texas a la zona centro de nuestro pais, creciendo en zonas aridas a

semiaridas. Crece en forma de arbusto semi-redondo, caducifolio, de 0.9 a 2.4 m de altura, con

hojas alternadas, pubescentes y ovaladas o elipticas color azul gris; comprenden entre 200 a

300 géneros y de 4,000 a 5,000 especies.
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Tabla 7. Taxonomia de L frutescens.

Reino Plantae
Division  Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase  Asteridae

Orden Scrophulariales
Familia  Scrophulariaceae
Tribu Leucophylleae
Género  Leucophyllum
Especie  frutescens

Es variado el uso medicinal de la familia Scrophulariaceae, pero principalmente se
utiliza en padecimientos en las vias aéreas como tos, infecciones e incluso tuberculosis y
asma; también se emplea como cicatrizante, antioxidante, vasodilatador y analgésico entre
otros. El género Leucophyllum cuenta con 28 especies. Entre los principales estudios

farmacoldgicos realizados a este género tenemos:

Antibacteriana frente a Streptococcus aureus con CMI de 62 pg/ml y Streptococcus
pneumoniae con CMI de 125 pg/ml evaluado por método de dilucién en agar (81),
antituberculoso y hepatoprotector induciendo el dafio con tetacloruro de carbono, se midi6 la
actividad en plasma de la alanina aminotransferasa, se les administré 100 y 200 mg/kg de

extracto de metanol (82).

Se observé su efecto como antituberculoso y antimicrobiano frente a Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae de los extractos de metanol y
acuoso de 14 plantas que crecen en la parte norte de nuestro pais, entre las que se evalué a L.
frutescens; concluyendo que el extracto de metanol tuvo efecto contra Streptococcus
pneumoniae con una CMI de 500 pg/ml y con 125 pg/ml frente a Mycobacterium tuberculosis
(81).

Entre los compuestos aislados de este género se encuentran: Diterpenos (leubetanol)
(83), compuestos fendlicos como lignanos; polialcoholes como manitol, esteroles (84). Se
aislo un diterpeno (leubetanol figura 6) comprobando su efecto contra Mycobacterium
tuberculosis con una CMI de 6.25-12.50 pg/ml (83).
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Figura 6. Leubetanol aislado de L. frutescens.

Como hepatoprotector, se realiz6 un estudio en ratas ocasionandoles dafio hepéatico con
tetracloruro de carbono y posteriormente administrando el extracto de metanol de L. frutescens
a concentraciones de 100 y 200 mg/kg; se observé histopatolégicamente una regeneracion del

dafio celular (82).

2.2. Justificacion

La enfermedad periodontal, representa un problema de salud pablica en México,

teniendo en algunos estados del pais, la prevalencia de hasta el 60% en poblacion escolar entre
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6- 14 afios. La Organizacion Mundial de la Salud, ha reportado que entre un 5 a 15% de la
poblacion mundial tiene periodontitis en estado avanzado en poblacion adulta (OMS, 2004.

Ginebra) ademas de presentar un gasto en materia de salud (OMS).

Dentro del estado de Hidalgo, contamos con una amplia flora; entre estas el género
Croton, del cual algunas especies como hypoleucus son endémicas de nuestro pais, el género
cuenta con investigaciones previas como antimicrobianas, analgésicas, antivirales asi como
anticancerigeno entre otros, este género tiene la caracteristica de la presencia de Diterpenos
(85-87). La especie C. hypoleucus no ha sido objeto de investigaciones previas, por lo tanto se

aporta un nuevo resultado a la investigacion.
2.3. Hipotesis

e Los extractos de Croton hypoleucus y Leucophyllum frutescens tienen efecto
antimicrobiano in vitro, frente a bacterias patdgenas relacionadas a enfermedad
periodontal.

2.4. Objetivos

2.4.1. Objetivo general

e FEvaluar el efecto antimicrobiano in vitro los extractos de hexano, acetato de etilo,
metanol y acuoso de Crotdn hypoleucus y metanol de Leucophyllum frutescens.

2.4.2. Objetivos especificos

e Obtener los extractos de hexano acetato de etilo, metanol por maceracion.

e Evaluar la actividad antimicrobiana por método de microdilucion en caldo in vitro los
extractos de Crotén hypoleucus y Leucophyllum frutescens.

e Aislar metabolitos mayoritarios.

e Evaluar los metabolitos mayoritarios puros como antibacterianos.

e Determinar la Clsg para: Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Capnocytophaga
gingivalis, Veillonella parvula, Parvimonas micra, Actinomyces viscosus,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a, Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia, Streptococcus sanguinis y Streptococcus mutans.
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3. MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se disefio y desarroll6 considerando dos enfoques y
disciplinas diferentes: fitoquimica y microbiologia (determinacion de actividad

antibacteriana).
3.1. Fitoquimica
3.1.1. Colecta de material vegetal

El material botanico de Croton hypoleucus (partes aéreas) fue colectado en el mes de
septiembre del afio 2011 y febrero 2013 en la comunidad de San Vidal Km. 55 carretera
Tulancingo-Acaxochitlan municipio de Tulancingo (20°07°00.41N, 98°18°26.00 O).
Leucophyllum frutescens fue colectado en el mes de Agosto en el municipio de Meztitlan la
mesa (19°35°52N, 97°57°27°). Las plantas fueron identificadas por el botdnico M.C. Manuel
Gonzéalez Ledesma del Centro de Investigaciones Biologicas de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo, quedando en el herbario para su archivo, con nimero de voucher: DVMO01

Croton hypoleucus, DVMO01 Leucophyllum frutescens.

Durante la colecta se observo el habitat, la zona es totalmente rural con solo 250
habitantes; creciendo los especimenes en suelos empinados junto a bosque de pino y roble, en
clima templado (18 a 20°C) con lluvias moderadas durante el verano en el caso de Croton
hypoleucus; Leucophyllum frutescens se recolecto en la Mesa (Meztitlan) la cual se caracteriza

por tener clima seco con pocas lluvias y suelo mineralizado.
3.1.2. Obtencion de extractos

Se utilizaron solo partes aéreas (hoja, tallo), secadas a temperatura ambiente 20-25°C a
la sombra durante 15 dias (fig. 7), con el objeto de disminuir la particula se utilizo triturador
de maiz eléctrico marca REY (fig. 8); los extractos fueron obtenidos por maceracion, usando
como disolventes hexano (5 L/500 g), acetato de etilo, metanol a temperatura ambiente por 8
dias; el extracto acuosos (100 ml/40 g) se obtuvo por infusion. Para la eliminacion del

disolvente se utiliza rota vapor a 40°C a baja presion (fig. 9).
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Figura 7.

Secado del material vegetal.
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Figura 8. Disminucion de la particula del material vegetal.

28



Figura 9. Eliminacion del disolvente con rotaevaporador.

De los extractos de hexano, de acetato de etilo, metanol y acuoso de Croton hypoleucus se
llevé acabo dos colectas, la primera en el mes de agosto 2011 y la segunda en el mes de
febrero 2013; por lo tanto se obtuvieron dos rendimientos (tabla 8). De Leucophyllum
frutescens solo se realiz6 una colecta.

Tabla 8. Rendimiento de los extractos obtenidos en dos épocas del afio distintas.

Especie Hexano Acetato de etilo Metanol Agua
5L 5L 5L 100 ml
C. hypoleucus 10¢g 2% 309 6% 559 11%
(agosto; 500 g)
C. hypoleucus 15¢
(agosto; 40 g)
C. hypoleucus 18 ¢ 3.8% N/A 50 ¢ 10% N/A
(febrero; 500 g)
L. frutescens N/A N/A 80g 14% NA
(500 g)
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3.1.3. Disolucion de los extractos

Se hicieron pruebas de solubilidad de los extractos con DMSO, Tween 20 y 80 ademés de
agua y etanol al 78% y al 99%, teniendo mejores resultados el etanol al 99% como mejor

disolvente de los 5 extractos.

Una vez llevadas a cabo las pruebas de disolucion de los extractos, se realizaron los stocks
de los cuatro extractos, con el fin de tener la concentracion deseada para llevar acabo las

pruebas.

Para la prueba piloto se disolvieron 150 mg de extracto en 15 ml de etanol al 99% para
tener una concentracion de 10 mg/ml, fueron esterilizados por filtracion a un tamafio de
microporo de 0.2 um y vertido en crioviales de 2 ml estériles, los cuales se colocaron en caja
de cartdn y etiquetados para después ser almacenados a 4°C hasta su utilizacion.
Posteriormente para la evaluacion se decidio disolver 300 mg en 15 ml de etanol al 99% marca

Sigma-Aldrich, el motivo se explica mas adelante (fig. 15).

Se emplearon los extractos a diferentes concentraciones, los cuales se encontraban

almacenados al vacio y a temperatura de 4°C, previo a su utilizacion.
3.1.4. Caracterizacion e identificacion de compuestos mayoritarios

Se someti6 a columna en gel silice 60 (figura 10), la parte soluble en metanol (8 g), con
polaridad de columna 69:1 Hexano-Acetato de etilo en polaridad ascendente hasta 60:10 (tabla
9), colectandose fracciones de 7 ml y preparando 210 ml de cada polaridad, se usé una

polaridad de placa 8:2 Hexano-AcOet obteniéndose las siguientes fracciones (tabla 10 y 11).
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Figura 10. Columna de gel silica 60 para extracto de hexano.
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8 g soluble

Columna Hexano-AcOet

gel de silice 60 100 fracciones

A-J

Ceras y azucares Fracciones estudiadas

Figura 11. Esquema del proceso de separacion de las fracciones obtenidas de la columna gel silice 60.

Tabla 9. Polaridades utilizadas para la separacion de fracciones.

Polaridad Disolvente Fracciones
69: 1 Hexano-AcOet 1-10
68: 2 Hexano-AcOet 11-20
67:3 Hexano-AcOet 21-30
66: 4 Hexano-AcOet 31-40
65:5 Hexano-AcOet 41-50
64: 6 Hexano-AcOet 51-60
63: 7 Hexano-AcOet 61-71
62: 8 Hexano-AcOet 71-80
61:9 Hexano-AcOet 81-90
60:10 Hexano-AcOet 91-100

Después de realizar cromatografia en capa fina y de acuerdo a su perfil cromatografico
(figura 12), se juntan las fracciones de la siguiente manera (tabla 10) y se cuantifica su

rendimiento:
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Figura 12. Cromatografia de capa fina parte soluble del extracto de hexano.

Tabla 10. Agrupacion de las fracciones obtenidas de parte soluble del extracto de hexano asi como rendimiento.

Eracciones Grupo Cantidad % Rendimiento respecto al
colectado extracto de hexano

1-16 A 1.2 g 15%

17-23 B 08¢ 10%

24-32 C 1.02¢g 12.75%

33-50 D 098¢ 12.25%

51-61 E 059 6.25%

62-69 F 1lg 12%

70-77 G 099 11%

78-100 H 08¢ 10%

3.1.4.1. Fraccion D

Se procede a la separacion y elucidacion de esta fraccion debido a la abundancia y perfil
cromatografico en columna con gel silice 60; se realizé una cromatografia en placa fina (figura
13), y se utiliz6 para polaridad de placa: hexano-éter 7:3 y polaridad de la columna hexano-
acetona 40:1. Se obtuvieron 44 fracciones partir de 1 g, en el siguiente orden (tabla 11):
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Tabla 11. Fracciones obtenidas de la columna de la fraccién D.

Polaridad Disolvente Fracciones
40: 1 ml Hexano-Acetona 1-25
40: 1 ml Hexano- Acetona 26-35
40: 1 mi Hexano- Acetona  36-44 comp. aislado
30 ml Acetona 45

Figura 13. Cromatografia en capa fina del labdano 2.

Por perfil cromatogréafico se junt6 las fracciones de la 1 a la 25, 26-35 se observé dos
compuestos juntos y de la 36-44 se observa un solo (figura 13) compuesto, por lo cual se le
envia a RMN (figura 25,26 y 27) se asigna como labdano 2 de acuerdo a las sefiales obtenidas
por la RMN de H'y C* lo cual fue corroborado por medio de HSQC la cual no ha sido
previamente descrita.

3.1.4.2. Fraccion F: labdano 1

Se realiz6 la separacion de la fraccion F del extracto de hexano, debido a su abundancia y
perfil cromatogréafico, se separé en columna gel silice 60 (1 g); columna 100 ml X 15 mm;
polaridad de la placa 97.5:2.5 (figura 14) diclorometano-benceno, polaridad de la columna 98:
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2 diclorometano-benceno y se colocd 1 g de compuesto, obteniéndose las siguientes

fracciones:

Tabla 12. Fracciones colectadas de la columna F.

Polaridad Disolvente Fracciones
98: 2 Diclorometano-Benceno 1-12
98: 2 Diclorometano-Benceno 13-14 compuesto
98: 2 Diclorometano-Benceno 15-24
98: 2 Diclorometano-Benceno 25-47
100% Acetato de etilo 48

Figura 14. Cromatografia en capa fina del labdano 1.

Se enviaa RMN de C™, HYHSQC las fracciones 13 y 14 (figura 28,29 y 30)
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3.1.4.3. Fraccion F: labdano 3

El labdano asignado como 3 se aislo de la fraccion F, en columna gel silice 60, con
polaridad de placa 9:1 (figura 15) cloroformo-acetato de etilo y polaridad de columna 95:.5 en
una columna 100 ml X 10 mm. Se obtuvieron 15 fracciones, de las cuales 1-4 se desecharon,
la fraccion 5 en adelante se obtiene el compuesto. Se identificé por medio de RMN de H?, C*
y HSQC (figura 31,32 y 33).

Figura 15. Cromatografia en capa fina del labdano 3.

3.1.4.4. Extracto de metanol de Leucophyllum frutescens

Se obtuvieron 80 g de extracto de metanol por maceracion a partir de 500 g de planta seca,
el cual se procedié a elucidacion de compuesto debido a que mostro efecto importante durante
la evaluacion microbioldgica. La separacion se procedid en columna en Sephadex-LH 20 60
mm X 60 cm, en polaridad decreciente. Comenzando con 100% agua y terminando con 100%
MeOH. Previamente se procedio a la eliminacion de ceras con metanol-agua en proporcién 1-
1 a temperatura ambiente; obteniéndose un residuo insoluble (30 g) y un residuo soluble (50
g). La parte soluble se envié a RMN de H*a 400 MHz (figura 58).
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De la parte soluble se toman 30 g los cuales se someten a columna en Sephadex-LH 20
obteniéndose las siguientes fracciones (tabla 13):

Tabla 13. Fracciones obtenidas del extracto de metanol parte soluble.

Polaridad Disolventes Peso
Agua 100% 17.9
Agua-MeOH 9-1 1.4
Agua-MeOH 8-2 0.7
Agua-MeOH 7-3 1.2 g acteosido
Agua-MeOH 6-4 4.9 g acteosido
Agua-MeOH 5-5 2.5 g acteosido
Agua-MeOH 4-6 12¢g
Agua-MeOH 3-7 08¢
Agua-MeOH 2-8 05¢
Agua-MeOH 1-9 029
Metanol MeOH 100% 0g

Donde de la fraccidn 4-6 se aisl6 un compuesto (figura 16), el cual por sus propiedades
espectroscopicas se identificé como: acteosido mediante RMN H* (figura 35) y C** (figura 36)
ademas de HMBC a dos enlaces (figura 37).

Figura 16. Cromatografia en placa fina de los fracciones 4-6 del acteosido revelador cloruro férrico.
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3.2. Microbiologia (determinacion de actividad antibacteriana)

3.2.1. Especies bacterianas evaluadas

Se eligieron de acuerdo a la literatura y a conveniencia para el estudio, tratando de abarcar
lo méas posible los tres complejos bacterianos representativos de enfermedad periodontal; las
bacterias fueron las siguientes (tabla 14): F. nucleatum subsp. nucleatum C. gingivalis, V.
parvula, P. micra, A. viscosus, A. actinomycetemcomitans stp. a, P. gingivalis, P. intermedia,

S. sanguinis y S. mutans (88, 89).

Tabla 14. Cepas de referencia.

Especie Referencia (ATCC)

P. gingivalis 33277
P. intermedia 25611
A.a. a 43717
S. sanguinis 10556
S. mutans 25175
A. viscosus 43146
P. micra 33270
F.n.n. 25586
C. gingivalis 33624
V. parvula 10790

3.2.2. Condiciones de cultivo

Se utilizé medio de cultivo so6lido agar soya tripticasa (AST) o caldo para Mycoplasma
enriquecido con sangre de carnero desfibrinada y vitamina K (agar sangre) debido a los
requerimientos y exigencias para el crecimiento de las especies bacterias seleccionadas para el

estudio.

Las bacterias utilizadas (tabla 14) se encontraban almacenadas en crioviales, a temperatura
de congelacion a -78°C en DMSO, se procedi6 a descongelarlas para sus posteriores
transferencias, la cuales son dos, para garantizar la viabilidad y descartar la contaminacion del
cultivo. El sembrado inicial fue en césped y los dos posteriores por triple asa para garantizar la
pureza bacteriana, la cual se ratific6 con microscopio electronico directamente sobre el

cultivo, previo a la utilizacién y de acuerdo a la morfologia bacteriana.
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3.2.3. Determinacién de concentraciones optimas de estudio

Se realiz6 una prueba piloto con el objeto de encontrar la concentracion minima inhibitoria
(CMI); se us6 el método de microdilucion en caldo a las siguientes concentraciones para la
prueba piloto: 1 pg, 2 ug, 4 g, 8 ug, 16 ug, 32 ug, 64 ug, 128 ug, 256 g y 512 pg en caja de
96 pozos (figura 17), con el objetivo de estandarizar el método. Como control positivo, se
utilizaron metronidazol y amoxicilina a concentraciones de 0.5 a 32 pg/ml, debido a que son

medicamentos de uso comun en el tratamiento de la enfermedad (90).

Control negativo (caldo).

Control positivo (caldo + bacteria sin extracto).

Pozos para dilucidn (caldo + 40.92 ul de extracto).

Concentraciones de extracto (ug/ml).

CH

CAC

CM

CA

LM

[

+

Figura 17. Modelo para la determinacion de las concentraciones 6ptimas, CH: C. hypoleucus extracto de hexano,
CAC: C. hypoleucus extracto de acetato de etilo, CM: C. hypoleucus extracto de metanol, CA: C. hypoleucus
extracto acuoso, LM: L. frutescens extracto de metanol.

En la columna Al: G1 100 pul de caldo més 100 ul de bacteria, como control del méximo
crecimiento bacteriano. En la fila H1:H12 solo se coloc6 200 pl de caldo como control
negativo. De la columna A12:H11 se coloc6 149.04 pl de caldo, mas 40.96 ul de extracto; con
la finalidad de colocar en este pozo la concentracion balin o maxima concentracion que tiene

la funcion para realizar las diluciones seriadas a partir de estos pozos, en este caso la
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concentracion para la dilucion de estos pozos fue de 1,024 pg/ml; los demés pozos contenian
100 pl de caldo, se procedi6 a la dilucién en cascada desde las filas A12: A2; transfiriendo
desde el pozo A12 100 pl hasta llegar a A2.

Para la obtencion de la cantidad de extracto a colocar en cada pozo se utilizé la siguiente

formula:

V1C1 =V2C2

Donde V es el Volumen y C concentracion, donde la variable a despejar es V1.

Una vez que todos los pozos tienen la concentracion deseada y en cantidad, quedan con 100
pl cada uno. Se procede a realizar el Stock de la bacteria a evaluar; esto se realiza sacando las
bacterias de la cAmara de anaerobiosis, se llevo acabo hasta el momento que se utilizara,
debido a que la mayoria de las bacterias a evaluar son anaerobias estrictas. Una vez que se
retiran de la cAmara de anaerobiosis, se observd la pureza de los cultivos bacterianos, al

microscopio de acuerdo a su morfologia.

El caldo utilizado para el experimento fue caldo mycoplasma base enriquecido con
vitamina K y Hemina marca Sigma-Aldrich, el cual se esterilizo previamente y se preparé el
dia de su utilizacion; en tubos eppendorf de 2 ml estériles, se coloc6 1.5 ml de caldo+ bacteria,
para ajustar por absorbancia, a densidad Optica 1 a una longitud de onda de 600 nm mediante
espectrofotometro, ajustando como blanco el caldo; y asi obtener la cantidad de células
bacterianas a colocar en cada pozo para el experimento; quedando 10%/ml bacterias y de ahi se
toman 100 pl para colocar en otro Eppendorf que contiene 900 pl de medio de cultivo (108/ml)

de este se Stock se toman 10 pl para cada pozo (figura 18).

C N O N _ O Y
100 l 100 l O

+ 900 pl caldo + 900 pl caldo

10 pl de bacteria
+ 90 ul de caldo

DO=1 (10°/ml) (10%/ml) (10"/ml)

Figura 18. Pozos para diluciones seriales.
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Se coloc6 10 pl de bacteria + 90 pl de caldo en cada pozo, después de haber realizado la

dilucion en cascada y quedando cada uno con la concentracién planeada.

Para la incubacion se usé camara de anaerobiosis con monitor de H, y O,. Incubados a una
temperatura de 35.5° £ 1°C con un tiempo de 72 horas, debido a su crecimiento lento, a una
atmosfera de 5-10% CO0O,.(91, 92).

Se utilizaron tres placas de 96 pozos, la cuales contenian caldo+ extracto sin bacteria, esto
con el fin de restar la densidad Optica (DO) que pudiera sesgar las mediciones con el lector de
placas para ELISA y restarlas posteriormente a las mediciones obtenidas. Estas placas se
realizaron de la misma manera (figura 19) que las anteriores y a las mismas concentraciones,

al igual que se incubaron bajo las mismas condiciones.

Control negativo (caldo).

Pozos para dilucion (caldo + 40.92 pl de extracto).

Concentraciones de extracto pa/ml.

CH

CAC

CM

CA

LM

000009000 eee

Figura 19. Modelo para la resta de la densidad de extractos, CH: C. hypoleucus extracto de hexano, CAC: C.
hypoleucus extracto de acetato de etilo, CM: C. hypoleucus extracto de metanol, CA: C. hypoleucus extracto
acuoso, LM: L. frutescens extracto de metanol.

Las mediciones se obtuvieron utilizando un lector de placas para ELISA (absorbancia) a
600 nm directamente en la placa de 96 pozos después de 72 horas de incubacién a una
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temperatura de 36.5°C. Una vez obtenidas las mediciones se hicieron ajustes en el
experimento (fig. 16), como se describe a continuacion:

1. Se ajustaron las concentraciones a utilizar las cuales fueron las siguientes; 2048 g
para el pozo que sirvié para realizar las diluciones seriadas, siendo la maxima
concentracion, posteriormente se utilizé 1024 ug, 512 pg, 256 pg, 128 pg. 64 ug y 32
Mg, esto debido a que las concentraciones mas bajas anteriormente utilizadas no
presentaron ningun efecto.

2. Se aumentd la cantidad de bacteria a colocar en cada pozo, colocandose 100 ul de
bacteria, debido a la falta de crecimiento bacteriano en los controles negativos.
aumentandose de 10%/ml a 107/ml.

3. Se Aument6 la Concentracion de los Stocks, diluyendo en vez de 150 mg en 15 ml a
300 mg en 15 ml, con el fin de disminuir la cantidad de etanol en cada pozo con mayor
concentracion de extracto.

4. Se realizaron las diluciones para los controles positivos, los cuales fueron amoxicilina
y metronidazol, las concentraciones empleadas fueron: 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 pg/ml.
Utilizando como disolvente para la amoxicilina Buffer de Fosfatos a 0.1 mol/L a pH 6
y para el metronidazol DMSO al 1%. Estos se almacenaron en crioviales estériles y a
temperatura de 4°C hasta su utilizacion.

3.2.4. Evaluacion de extractos crudos

La colocacion de los extractos se hizo mediante pipetas calibradas de 200 pl, 100 pl 50 ply

10 ul mdaltiple, con puntas estériles en autoclave y corroborado con cinta testigo (figura 20).
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Control negativo (caldo).

Control positivo (bacteria + caldo)

Pozos para dilucion (caldo + 20.48 ul de extracto).
Diluciones seriales de extracto (pg/ml).
Control de amoxicilina (ug/ml).

Control de metronidazol (ua/ml).

+ | CH |CAC| CM | CA | LM 7 8 9 10 | Am | Me

Figura 20. Modelo para la evaluacion de extractos crudos. CH: C. hypoleucus extracto de hexano; CAC: C.
hypoleucus extracto de acetato de etilo, CM: C. hypoleucus extracto de metanol; CA: C. hypoleucus acuoso; LM:
L. frutenscens extracto de metanol. Am: amoxicilina; Me: Metronidazol.

Se midié de la misma manera después de 72 horas, por absorbancia en lector de placas
Elisa a 600 nm con filtro diferencial de 492 nm. Se utiliz6 parrilla de agitacién para promover

el crecimiento bacteriano.
3.2.5. Evaluacion de compuestos puros

Se sometieron a evaluacion antimicrobiana los compuestos aislados (labdano 1 y 3) del
extracto de hexano de Croton hypoleucus (fraccién F) y un acteosido aislado del extracto de
metanol de Leucophyllum frutescens contra tres bacterias relacionadas a enfermedades del
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periodonto (tabla 15); debido al mejor efecto mostrado en las pruebas anteriores; se evalud por

el mismo método (microdilucién en caldo).

Tabla 15. Bacterias evaluadas en la segunda prueba microbioldgica.

Bacterias evaluadas ATCC
Porphyromonas gingivalis 33277
Fusobacterium nucleatum subsp. Nucleatum 25586

Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a 43717

Para la segunda evaluacién de los compuestos puros, se disminuyd la concentracion
utilizando las siguientes: 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml y 4
pg/ml (figura 21). Al igual se realizaron pruebas se solubilidad con Tween 20 y 40, DMSO,

etanol y agua. Siendo el mejor disolvente agua.

Control negativo (caldo).

Control positivo (bacteria + caldo)

Pozos para dilucion (caldo + 20.48 pl de extracto).

Diluciones seriales de extracto (pg/ml).
Control de amoxicilina (ug/ml).

Control de metronidazol (ua/mi).

CH |CH|CH|AM | Am | Am | Me | Me Me

W)
00000000 -
00000000 -
00000000 -

Figura 21. Modelo para evaluacion de extractos puros. CH: C. hypoleucus extracto de hexano; CAC: C.
hypoleucus extracto de acetato de etilo, CM: C. hypoleucus extracto de metanol; CA: C. hypoleucus acuoso; LM:
L. frutenscens extracto de metanol. Am: amoxicilina; Me: Metronidazol.
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3.3. Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos de la lectura de la medicion en el lector de placas para ELISA por
absorbancia, se almacenaron en una base de datos en Excel version 2010, se resto la densidad
del extracto a las lecturas, y se convirtié los datos a nimero de bacterias/ml (x10’/ml); para
realizar la base a exportar y analisis de datos en SPSS version 15, utilizando para el analisis
una prueba paramétrica en este caso ANOVA de una via(tabla 18), con una prueba post hoc de
Tukey (tabla 19). Se comparé el control de maximo crecimiento bacteriano contra los

resultados de cada concentracion evaluada.
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4. RESULTADOS

4.1. Fitoquimica

4.1.1. Caracterizacion e identificacion de compuestos mayoritarios

Debido a que el estudio fue biodirigido y en el ensayo previo se observd una mejor
Actividad antimicrobiana del extracto de hexano, se procedio a la separacion del extracto de
Croton hypoleucus, a continuacion se muestra la RMN de H' del extracto de hexano de Croton

hypoleucus (figura 22).

T 5 7 6 5 4 3 > 1 0 1
Figura 22. RMN de H'a 400 MHz del extracto crudo de hexano en CDCls.

Se observo la presencia de ceras y acidos grasos en la RMN (figura 22), Se procedio a la
eliminacién de ceras y grasas, por lo cual se colocé el extracto de Hexano 17 g en 500 ml de
metanol a 40°C y enfriado a 0°C para despues filtrarse, obteniéndose dos fases: una soluble y

una insoluble, siendo la insoluble 10 g en la mayoria &cidos grasos y ceras, y la parte soluble 7
g.
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Se envié a RMN de H' la parte insoluble (figura 23), donde se observaron principalmente
ceras y 4cidos grasos. Al mismo tiempo envia a RMN H?, la parte soluble en metanol (figura
24), donde se observaron sefiales caracteristicas de un aldehido en 10 ppm y en 7.5 ppm
caracteristicas del anillo de furano caracteristicas de los terpenos, en este caso labdanos y

clerodanos.

© Acido graso

A | /
AW A \
N S NN A U AN A \a

T T T
3.0 2.5 2.0 1.5

T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Figura 23. RMN de H' a 400 MHz de la parte insoluble del proceso de eliminacién de grasas y ceras en CDCl,

3.5
1 (ppm)
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Figura 24. RMN de H' a 400 MHz en CDClsde la parte soluble del extracto de hexano.

4.1.1.1. Fraccién D

18
19
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16|15 3 10
14
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Figura 25. RMN de H'a 400 MHz en CDCl; del labdano 2.
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Figura 26. RMN de C**a 100 MHz en CDClI; del labdano 2.
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Figura 27. HSQC del labdano 2.

4.1.1.2. Fraccién F: labdano 1
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Se obtuvo el siguiente terpeno el cual se identific por RMN de H* (Fig. 43) y de C*® (Fig.

44), ademas HSQC (Fig. 45), se muestran a continuacion.
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Figura 28. RMN H' a 400 MHz en CDCl; del labdano 1.
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Figura 29. RMN de C**a 100 MHZ en CDCl; del labdano 1.

*:." Agilent Technofogies
MR PP *.l J.I.J
]
F1 .
'{ppm}g i -
hE 1la11b .
BUE _3
80
1003
1203 14
140
E - 16
3 15
160
180-3
2003 _
3720
:| LU | LU I LU I LU I LU I T 1 17T I LU I T 1T 17T I T 1T T 7T I T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figura 30. HSQC del labdano 1.
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4.1.1.3. Fraccién F: labdano 3
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Figura 31. RMN de H'a 400 MHz en CDCl; del labdano 3.
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Figura 32. RMN de C* en CDCl, del labdano 3.

|

100

110

120

130

140

150

I
Juan_zs_igo_H SQCADO1
— —jtren—28—qg0
—
E—
d1b
1lla
20
i 15
16
"
— 14
T T T T T T T T T T T T M T T M L T T
75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5
f2 (ppm)

Figura 33. HSQC del labdano 3.
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4.1.1.4. Extracto de metanol de Leucophyllum frutescens

T T T T T T T T T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
1 (ppm)

Figura 34. Parte soluble del extracto de metanol.

-
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 35. RMN de H'a 400 MHZ del acteosido.
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Figura 36. RMN de C**a 100 MHZ del acteosido.
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Figura 37. HMBC de dos y tres enlaces.

56



4.2. Microbiologia (determinacion de actividad antibacteriana)

4.2.1. Evaluacion de extractos crudos

Los resultados de las 10 bacterias evaluadas muestran la inhibicion bacteriana en relacion del

numero de células (y) a las distintas concentraciones(x) después de 72 horas de incubacién:

20 Porphyromonas gingivalis

=
(%2}
1

Células x 107 (media £ EEM)
» o

I —
O -1 T T JI- LI L
0 32 64 128 256 512 1024
Concentracion (ug/ml)
Extr. Ac. Et. C. hypoleucus

Extr. MeOH L. frutescens
Metro

Extr. Hex. C. hypoleucus

e AT OX.

Extr. Acuoso C. hypoleucus

Figura 38. Evaluacion de los extractos crudos frente a P. gingivalis, los controles positivos fueron evaluados a

una concentracién de .5-32 pg/ml en todas las bacterias.

Figura 39. Evaluacion extractos crudos contra P. intermedia.

Prevotella intermedia
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Metro
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Capnocytophaga gingivalis
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Figura 40. Evaluacion extractos crudos contra C. gingivalis.

Veillonella parvula

15 -
s
w
w
10 -
L
Q
£
~
o
(=]
R
@ 27
5
3
(O]
T T
0 - L N ' —
0 32 64 128 256 512 1024

Concentracion (ug/ml)
Extr. Ac. Et. C. hypoleucus

Extr. Hex. C. hypoleucus Extr. MeOH L. frutescens

Amox. e €O Control

Figura 41. Evaluacion extractos crudos contra V. parvula.



Streptococcus mutans

J
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Figura 42. Evaluacion extractos crudos contra S. mutans.

15 - Streptococcus sanguinis
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Figura 43. Evaluacion extractos crudos contra S. sanguinis
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Actinomyces viscosus
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Figura 44. evaluacion extractos crudos contra A. viscosus.

o - Parvimonas micra
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Figura 45. Evaluacion extractos crudos contra P. micra
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Aggregatibacter actinomyctemcomitans
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Figura 46. Evaluacion extractos crudos contra A. a. a

o . Fusobacterium nucleatum nucleatum
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Figura 47. Evaluacion extractos crudos contra F. nucleatum subsp. nucleatum



A continuacion se muestra la Clso (tabla 10) y la actividad antibacteriana; el mejor efecto
fue para el extracto de Hexano de C. hypoleucus y Metanol de L. frutescens, seguido por el

extracto de acetato de etilo de C. hypoleucus. Siendo la Clsg la siguiente:

Tabla 16. Clsg ¢, ug/ml de las bacterias evaluadas contra los extractos crudos. N/e= no evaluado.

Clso pg/ml de las bacterias evaluadas contra los extractos crudos

Bacterias Amox MeOH EtoAC Hex  Acuoso
Leucophyllum  Croton Crot Crot

P. gingivalis 15 195 173 105 1541128
F. nucleatum subsp. Nucleatum 1 99 99.4 94 N/e

P. intermedia 12 657 650 501  10477%
A. actinomycetemcomitans stp.a 15 30.5 306 93 N/e

P. micra 20 Np 560 551 Nle

S. mutans 13 601 848 520 N/e

S. sanguinis 13 688 111 56 N/e

A. Viscosus 13 1024 1459 986 Nle

V. parvula 15 Np 6.1073"" 651 Nle

C. gingivalis 13 112 32 79 N/e

En las graficas mostradas anteriormente, se observa el nimero de células presentes a
diferentes concentraciones de acuerdo a la absorbancia, observamos un comportamiento no
lineal, principalmente a bajas dosis, esto ya descrito en la literatura donde se da un
comportamiento estimulante a bajas dosis por algunos microorganismos a manera de
compensar el dafio ocasionado, pero que sin embargo no es suficiente para eliminar la

bacteria. Este fenomeno se denomina “hormesis’.
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Tabla 17. CMI en pg/ml de los extractos crudos evaluados con sus controles; Np=no presento, N/e= no evaluado.

CMlI en pg/ml Amox MeOH EtoAC Hex Acuoso
Leuco Crot Crot Crot
P. gingivalis 32 1024 1024 1024 Np
F. nucleatum subsp. nucleatum 32 512 1024 512 N/e
P. intermedia 0.5 >1024 1024 Np Np
A. actinomycetemcomitans a 32 >1024 1024 1024 N/e
P. micra 32 >1024 >1024 >1024 N/e
S. mutans 0.5 >1024 >1024 1024 N/
S. sanguinis 0.5 >1024 >1024 1024
A. Viscosus 0.5 >1024 >1024 >1024 N/e
V. parvula 0.5 >1024 >1024 >1024 N/e
C. gingivalis 0.5 >1024 1024 1024 N/e

Variable dependiente: Nimero de células bacterianas

De acuerdo a los valores de la CMI se observa un mejor comportamiento del extracto de
Hexano (tabla 17,18 y 19), pudiéndose determinar la CMI en 7 de 10 bacterias, seguido por el

extracto de Acetato de etilo y en tercer lugar el extracto de Metanol de L. frutescens.
4.2.2 Resultados estadisticos de los extractos crudos

Los resultados para todas las bacterias evaluadas la significancia fue:

Tabla 18. Significancia de las 10 bacterias evaluadas.

Variable Significacion
Concentracién 0.001
Extracto 0.001
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Tabla 19. Subconjuntos Homogéneos para extractos y concentracién

Extracto
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Grupos con la misma letra=Grupos semejantes. En orden de significancia A es el de mayor significancia, seguido

de By asi sucesivamente con C y el de menor significancia es D. P. g.= Porphyromonas gingivalis, P. i.=

Prevotella intermedia, C. g.= Capnocytophaga gingivalis, V. p.= Veillonella parvula, S. m.= Streptococcus

mutans, S. s.= Streptococcus sanguinis, P. m.= Parvimonas micra, A. v.= Actinomyces viscosus, F. n. n.=
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, A. a. a= Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a.

En el analisis estadistico se corrobora que los pozos con mayor inhibicion fueron los

controles positivos, seguido por el extracto de Hexano de C. hypoleucus como el extracto con

mejor comportamiento y mayor significancia. En la tabla 18 se muestra una significancia

menor al 0.05, se compar6 el pozo de control de maximo crecimiento bacteriano contra cada

uno de los extractos evaluados. Para saber donde se encuentran las diferencias se aplicé a la

ANOVA un prueba post hoc de Tukey; la cual se representa en la segunda tabla (19),

denominada de subconjuntos homogéneos, ubicados en la parte izquierda las variables

independientes, en este caso concentracion y extracto, observamos que los controles positivos

Amoxicilina y metronidazol fueron los conjuntos con mayor significancia y por lo tanto mejor

efecto; seguido por el grupo del extracto de Hexano de C. hypoleucus, con menor significancia
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el grupo de acetato de etilo de C. hypoleucus y en tercer sitio al extracto de metanol de L.
frutescens.

La tabla 19 también muestra las concentraciones con mejor efecto inhibitorio, las cuales
fueron a 1,024 y 512 pg/ml. Los resultados de la primera evaluacion antimicrobiana,
mostraron al extracto de hexano de C. hypoleucus como el més bioactivo (figura 48,49 y 50).
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Figura 48. Desempefio de las bacterias evaluadas a 512 pg/ml contra los extractos crudos.
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Figura 49. Desempefio de las bacterias evaluadas a 512 pg/ml contra los extractos crudos.
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Figura 50. Desempefio de las bacterias evaluadas a 512 pg/ml contra los extractos crudos.

De acuerdo a lo observado en el comportamiento a las diferentes dosis evaluadas en las
distintas bacterias, el extracto de Hexano de C. hypoleucus presento un efecto mas bajo en las
Clso y CMI respecto al extracto de acetato de etilo y de metanol de L frutescens. En la figura
48, 49 y 50, observamos el desempefio del extracto de hexano de C. hypoleucus en
comparacion con el extracto de acetato de etilo y de metanol de Leucophyllum; donde el
extracto de hexano de Croton frente a P. gingivalis, P. intermedia, S. sanguinis, S. mutans F.
nucleatum subsp. nucleatum y A. actinomycetemcomitans stp. a presenté un mejor efecto
inhibitorio a comparacion con el extracto de acetato de etilo el cual solo tuvo mejor

desempefio en C. gingivalis, V. parvula, A. viscosus y P. micra a 256 pg/ml.

Las CMI de los extractos de Hexano, acetato de etilo de C. hypoleucus y el de Metanol de
L. frutescens ademas del control positivo que fue amoxicilina. Observando que el extracto de
Hexano de C. hypoleucus alcanza la CMI en 7 de las 10 bacterias evaluadas, las cuales fueron:
P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum P. intermedia, A. actinomycetemcomitans stp. a,
S. mutans, S. sanguinis y C. gingivalis; en comparacion con el extracto de acetato de etilo el
cual alcanzo la CMI en 5 de las 10 bacterias evaluadas, las cuales fueron: P. gingivalis, F.
nucleatum subsp. nucleatum, P. intermedia, A. actinomycetemcomitans serotipo a y C.

gingivalis, siendo més alta la CMI la concentracion para conseguir la inhibicion en el extracto
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de metanol de L. frutescens para el extracto de hexano de C. hypoleucus en F. nucleatum
subsp. nucleatum. El acuoso en las dos bacterias evaluadas no tuvo algin efecto inhibitorio.

El extracto de Metanol de L. frutescens alcanzo la CMI solo en P. gingivalis y F. nucleatum

subsp. nucleatum.

Las Clso de los extractos evaluados. El extracto de hexano de C. hypoleucus mostro un
mejor desempefio en 9 bacterias de 10 (excepto en C. gingivalis), capaz de disminuir el
crecimiento bacteriano al 50% en todas las bacterias evaluadas, siendo este extracto el Unico
con este desempefio y con las concentraciones mas bajas a la inhibicion. El extracto de
metanol de L. frutescens tuvo una mejor Clso con la bacteria A. actinomycetemcomitans spo. a.
El extracto de acetato de etilo presento la mejor Clsg frente a C. gingivalis solamente. Por lo
tanto de acuerdo a la CMI e Clso presentadas en la primera evaluacion antimicrobiana el

extracto con mejor desempefio en las 10 bacterias evaluadas fue el extracto de hexano.

Las bacterias evaluadas fueron en la mayoria Gram negativas de importancia mencionarlo
debido a la diferencia en la composicion de la pared bacteriana, lo cual le confiera una mayor
resistencia e incapacidad de traspasar este mecanismo de defensa; A excepcion de: P. micra,
S. mutans, A. viscosus y S. sanguinis, y representativas en cuanto a su alterada presencia en

enfermedad periodontal.

En P. micra, A. viscosus conjuntamente con V. parvula no se alcanz6 la CMI con los
extractos crudos evaluados, dos de estas bacterias son Gram-positivas, por lo que su mayor
cantidad de peptidoglucano en su envoltura celular, les confiri6 mayor resistencia a los
extractos, ademas de mayor capacidad adaptativa y mecanismos intrinsecos ya conocidos,
como bombeo de la droga al exterior, o produccion de toxinas para inhabilitar estas drogas. En
el caso de V. parvula, tiene la capacidad de producir lipopolisacéaridos altamente toxicos y
ademas de resistencia a las condiciones del ambiente que lo rodea, asi como resistencia a la

fagocitosis y a la accion bactericida del ambiente.

En las enfermedades periodontales de acuerdo a lo observado en estudios anteriormente
realizados, lo que se busca es mantener un equilibrio en la ecologia bucal y no eliminar este
nicho ecoldgico, ya que tanto en estado de enfermedad como de salud se encuentran las
mismas bacterias, lo que se altera es la cantidad de algunas de estas especies en estados de

enfermedad, buscando disminuir a las que se observan aumentadas en estados patoldgicos y no
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afectar de un modo significativo aquellas que se encuentran en mayor cantidad en un estado de
salud. Entre estas bacterias se encuentran P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans serotipo a,
F. nucleatum subsp. nucleatum, P. intermedia, S. mutans entre otras. El extracto crudo de
hexano fue el que tuvo mejor desempefio, inhibiendo bacterias del complejo naranja y rojo, en
este caso principalmente a P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum, P. micra, P.
intermedia asi como S. mutans a la concentracion mas alta, el cual esta intimidante
relacionado con caries dental; lo cual es de vital importancia para una aplicacion futura y uso
de este extracto en padecimientos bucales tal como la enfermedad periodontal.

Respecto al comportamiento bacteriano a diferentes concentraciones, se observé un
comportamiento no lineal en la inhibicidn concentracion-efecto en algunas bacterias, de
acuerdo a lo esperado ( mayor concentracion-menor crecimiento) en algunas bacterias se
observo la grafica en forma de campana o U inversa; esto podria ser explicado por el
fenémeno denominado Hormesis, el cual puede ser considerado como una respuesta
adaptativa, caracterizada por una respuesta bifasica a la reaccion de la dosis, de caracteristicas
cuantitativas similares con respecto a la amplitud y rango de la reaccion estimulante, que son
ya sea directamente inducidas o el resultado de la compensacion del proceso bioldgico
siguiente a una disrupcion inicial en la homeostasis.

El comportamiento también depende de cada extracto, ya que cada uno posee compuestos
distintos, en este caso los compuestos poco polares mostraron mejor efecto que los polares, el
extracto de hexano de C. hypoleucus tuvo en general un mejor desempefio, esto debido a la
presencia del labdano 1, el cual fue el responsable del efecto antibacteriano, ademas de ser el
mayoritario; estos labdanos tienen la capacidad de atravesar facilmente la envoltura celular
bacteriana y causar un dafio a sus estructuras.

El extracto crudo de metanol de L. frutescens el efecto se debe a la presencia de un
acteosido, el cual a altas concentraciones estimulaba el crecimiento, tal vez esto por la
presencia de compuestos que servian de alimento extra y asi promovian su crecimiento, tal

cual como azucares.
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4.2.3. Evaluacién de compuestos puros

Se muestra a continuacion los resultados de la inhibicion bacteriana de los dos labdanos (1

y 3) mayoritarios aislados de C. hypoleucus y un acteosido del extracto de metanol de L.

frutescens. Los graficas muestran eje (YY) numero de células y (X) concentraciones evaluadas.
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Figura 51. inhibicién bacteriana P. gingivalis contra labdano 1, labdano 3 y acteosido
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Figura 52. inhibicién bacteriana F. nucleatum subsp. nucleatum contra labdano 1/labdano3 y acteosido
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Figura 53. inhibicion bacteriana A.a. a contra labdano 1/labdano 3 y acteosido.
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4.2.4 Resultados estadisticos compuestos aislados

Tabla 19. resultado de la significancia que se obtuvo de las tres bacterias evaluadas en el segundo ensayo de P.
gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum y A.a. a.

Variable Significancia
Extracto 0.001
Concentracién 0.001

Variable dependiente: Nimero de células bacterianas

Tabla 20. Grupos homogéneos, en orden de significancia A el de mayor significancia y en orden decreciente B,
C, D, E. N/JE= No evaluado.

Extracto P. gingivalis F.n.n. Aaa
Labdano 1 B B B
Labdano 2 C B C
Acteosido N/E C A, B
Amoxicilina A A A
Metronidazol A A A B
Concentracion

256 pg/ml A A, B A
128 pg/ml A A B A
64 pg/ml B A B A B
32 pg/ml C A A, B
16 pg/ml D B,C C

8 ug/mi D C,D C

4 pg/ml D D B

0 pg/ml E E E

Subconjuntos Homogéneos: mejor efecto mostrado por los controles positivos (metronidazol y amoxicilina) en
los tres microorganismos evaluados, para los compuestos puros el que presenté mejor desempefio fue el labdano
1 contra P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum y A.a.a, seguido por el labdano 2 que mostr6 buen efecto
contra P. gingivalis y F. nucleatum subsp. nucleatum y por ultimo el acteosido que tuvo buen desempefio frente a
A.a.a. Para las concentraciones 256 pg/m y 128 pg/ml fueron las de mayor significancia.

Se aislaron 3 labdanos del extracto de hexano de C. hypoleucus, de los cuales solo se
evaluaron el 1 y 3, donde el labdano 1 demostré ser el causante del efecto antimicrobiano de
este extracto evaluado, estos labdanos son denominados Diterpenos los cuales poseen una
anillo de furano en su estructura, el cual podria ser el causante de su efecto antimicrobiano y
causar un dafio en el ADN bacteriano, al igual que algunos nitroimidazoles, los cuales tiene
una accion sobre el ADN bacteriano. Ademas de poseer un aldehido el cual podria afectar a la
pared celular, ya sea oxidandola o por lisis y asi estallamiento por las presiones osmoticas del

medio o expulsion de sus organelos y muerte.
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El acteosido aislado del extracto de metanol de L. frutescens podria deberse su afecto
antimicrobiano a la presencia de acido caféico en su estructura, el cual ha demostrado en
estudios in vitro un efecto anti-fungicida.

Las CMI presentadas en los compuestos aislados fueron mucho mas bajas, corroborando a

estas como responsables del efecto, las presentamos a continuacion:

Tabla 21. CMI de la segunda evaluacion.

Bacteria Compuesto CMI
P. gingivalis Labdano 1 64 pg/ml
P. gingivalis Labdano 3 256 pg/ml
P. gingivalis Acteosido N/e
F.n.n. Labdano 1 32 pg/mi
F.n.n Labdano 3 128 pg/ml
F.n.n Acteosido N/p
A a.a Labdano 1 16 pg/mi
A a.a Labdano 3 128 pg/ml
A a.a Acteosido 64 pg/mi

En la tabla 21 observamos la CMI de los extractos puros, la cual disminuyo en comparacion
con el extracto puro evaluado anteriormente, en 10 veces en P. gingivalis para el labdano 1y
en 22 veces para F. nucleatum subsp. nucleatum para A. actinomycetemcomitans serotipo a 60
veces, disminuyendo la concentracion y aumentando el efecto. Para el labdano 3 se disminuy6
solo en .5 veces en P. gingivalis y 4 veces para F. nucleatum subsp. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans serotipo a en 4 veces. Para el acteosido no presento CMI en F.
nucleatum subsp. nucleatum y para A. actinomycetemcomitans serotipo a disminuy6 9 veces.

Por la tanto, el mejor efecto del compuesto puro fue para el labdano 1.

Tabla 22. Cls, pg/ml de la segunda evaluacién antimicrobiana.

Clso (ug/ml) Amox Labdano 1 Acteosido
P. gingivalis 4 25 N/e
F.n.n. 4 32 14
A a.a 4 11 2.70

De acuerdo a la Clsg (tabla 22) el labdano 1 tuvo mejor desempefio frente a P. gingivalis, en
F. nucleatum subsp. nucleatum el acteosido tuvo mejor inhibicion al igual que en A.

actinomycetemcomitans serotipo a.
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Figura 54. Compuestos puros evaluados en comparacion con el extracto crudo de hexano.

Como se observa en la anterior figura 67 y tablas 25 y 26, el labdano 1 fue el responsable
del efecto antimicrobiano, ademas de ser el mas abundante del extracto de hexano de C.
hypoleucus encontrandose en una proporcion del 8% respecto a la parte soluble del extracto
crudo, a la vez que su comportamiento fue directamente proporcional de la concentracion-
efecto del compuesto puro, el extracto crudo de metanol de L. frutescens, el acteosido, tuvo un
rendimiento del 30% respecto a el extracto crudo.

Los labdanos 1-3 de C. hypoleucus asi como el acteosido de L. frutescens aislados, fueron
identificados por medio de RMN de H'y C** ademés de HSQC y HMBC, se compararon con
los ya descritos en la literatura. Los labdanos resultaron ser por primera vez descritos de
acuerdo a sus datos espectroscopicos. En el espectro de H' se observan sefiales 10 ppm de la
posicion 20, esto debido a la presencia de un grupo carbonilo presente en el labdano 1y 2; a
diferencia del labdano 3 el cual tiene ausente esta sefial.

En la RMN de H' se observa a 6 y 7.5 ppm las sefiales caracteristicas del anillo de furano
(posiciones 14-16) y en la zona de 1 a 3 ppm los grupos metilo (17, 18 y 19). En el C*
observamos desplazado a 207 ppm la sefial del carbono 20 que corresponde al carbonilo esto
debido a la presencia del oxigeno por lo cual hay un desapantallamiento. Entre 110 y 150 ppm
observamos las sefiales del anillo de furano y al igual que en la RMN de H* las sefiales entre
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10 a 20 ppm de los metilos, ademés de las sefiales 3 y 4 donde se encuentra el aldehido, el
RMN de C* las sefiales aparecen entre 60 y 70 ppm, y en la RMN de H' a 3 ppm. Los tres
labdanos fueron muy similares, los cambios entre el labdano 1 y 2, se debieron a la presencia
de un grupo carbonilo en la posicion 12 presente en el labdano 1 y ausente en el labdano 2,
presente a 7.3 ppm en el labdano 1 y desplazandose a 1.2 ppm en el labdano 2; esto por la
ausencia del doble enlace con el oxigeno por lo cual hay un desapantallamiento.

En el labdano 3 en la posicion 20 y 12 tiene la presencia de un enlace de oxigeno ademas
de alcohol; desplazando se la sefial 20 de 10 ppm en la RMN de H'a 4.6 ppm, en la RMN de
C" la sefial 20 se desplazé a 105 ppm debido a la presencia de un enlace con el oxigeno y
estando mas desapantallado la sefial 12, ya que siente la sefial de los dos oxigenos cercanos.

El acteosido ya ha sido previamente identificado, solo se corroboraron las sefiales de H' de

C® asi como HMBC a dos enlaces acuerdo con la literatura.
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5. Discusion

El proposito del presente estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de los
extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y acuoso de C. hypoleucus y metanol de L.
frutescens en especies de la placa dentobacteriana subgingival asi como identificar los
principales metabolitos secundarios mayoritarios de estos compuestos. A partir de estos
ultimos, se realiz6 una segunda evaluacién microbioldgica con el objeto de conocer el efecto
antibacteriano de cada uno de ellos. En la determinacion de actividad antimicrobiana, las
especies seleccionadas comprendieron especies compatibles con salud periodontal, patogenas
putativas y patdgenas reconocidas representativas de los complejos bacterianos de la placa
dentobacteriana subgingival (25), lo cual permiti6 darle un enfoque més amplio para al estudio
de especies involucradas en las enfermedades periodontales. En cuanto a los extractos
obtenidos, se comprobo el contenido de los metabolitos secundarios mas representativos de C.
hypoleucus y L. frutescens de acuerdo a lo descrito en la bibliografia(93).

De acuerdo a lo obtenido en el presente estudio, se observd mayor efecto antimicrobiano en
especies patdgenas reconocidas y patdgenas putativas con la determinacion del efecto
antimicrobiano del extracto no polar de C. hypoleucus; Este resultado es de relevancia, debido
a lo mostrado en investigaciones previas. Asi como lo descrito previamente en la literatura, en
estudios donde se evalud el efecto antimicrobiano in vitro de otros extractos en distintas
especies de Croton. El efecto antimicrobiano del extracto de etanol de C. sonderianus, se
reportd tener efecto en especies de S. salivarius, S. mitis y S. sobrinus (61). Por otro lado, en el
efecto antimicrobiano de C. gibsonianus que reporta la inhibicion de microorganismos
fangicos con C. albicans (63), y el efecto antimicrobiano de C. urucurana report6 la
inhibicidn de bacterias Gram positivas como S. aureus (10). Estos ultimos resultados, a pesar
de que son reportes de extractos de plantas y microorganismos no analizados en el presente
estudio, es de nuestro interés por el efectos antimicrobianos que pudieran estar en relacion con
los extractos del género Croton, donde de acuerdo a la literatura, se sugiere que el género
Croton tiene un efecto antibacteriano que inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas.
Esto dltimo, no concuerda con lo obtenido en el presente estudio, ya que las bacterias Gram
positivas evaluadas tales como: S. mutans S. sanguinis, P. micra A. viscosus, necesitaron de
una mayor concentracion para ser inhibido su crecimiento y en algunas no se alcanz6 la CMI

para su inhibicion. Las bacterias que mejor se inhibieron fueron Gram negativas tales como: P.
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gingivalis, V. parvula, F. nucleatum subsp. nucleatum, A. actinomycetemcomitans serotipo a,
P. intermedia, C. gingivalis. Con este ultimo resultado, se sugiere que la constitucion de los
extractos de hexano y metanol y sus compuestos mayoritarios diterpenos del tipo labdano y el
acteosido, intervienen en el efecto inhibitorio. Dada esta interrogante, procedimos a la
identificacion de los compuestos mayoritarios del extracto crudo de hexano; con lo cual, el
presente estudio reporta tres labdanos nuevos del género C. hypoleucus, que no han sido
previamente descritos en la literatura. Asi mismo, el mejor efecto antimicrobiano de estos tres
labdanos fue obtenido con el labdano 1 contra P. gingivalis y F. nucleatum subsp. nucleatum y
en el acteosido inhibi6 el crecimiento de A. actinomycetemcomitans serotipo a.

Por otro lado, la evaluacién antimicrobiana del acteosido aislado de L. frutescens, demostro
una buena inhibicion de la especie para la bacteria A. actinomycetemcomitans stp. a, que a
pesar de ser una especie bacteriana a la cual no se le ha encontrado relacién con periodontitis
cronica, hay estudios recientes que reportan su participacion en consorcio con otras especies
bacterianas en periodontitis agresiva localizada (94). Con lo cual podemos sugerir que la
inhibicidn bacteriana de este sustrato, es alta en comparacion con la de los extractos de
Croton, de lo cual no hay reportes en la literatura.

De manera general, las especies bacterianas inhibidas tanto por el extracto crudo como por
los labdanos evaluados (1 y 3) de C. hypoleucus, son principalmente especies patdgenas
putativas y patdgenas reconocidas, mientras que la inhibicion de las especies compatibles con
salud periodontal se reporté un efecto moderado. Con lo cual se sugiere que dicho extracto es
un buen inhibidor in-vitro de especies representativas de la placa dentobacteriana subgingival,
dénde se esperaria encontrar en condiciones de salud periodontal un equilibrio de colonizacion
microbiana dénde se cuente con mayor proporcion de especies compatibles con salud
periodontal o “periodontobenéficas”, y con menor proporcion de especies patdgenas(25). Asi
mismo, se sugiere que los labdanos 1 y 3 de C. hypoleucus pudieran utilizarse en futuras

aplicaciones como coadyuvante para el tratamiento de enfermedades periodontales.

5.1. Conclusiones
e Se aislaron 3 nuevos diterpenos del extracto de hexano de C. hypoleucus, de los cuales

se evaluaronel 1y 3.
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5.2.

El extracto de hexano tuvo el mejor comportamiento de los extractos evaluados de C.
hypoleucus, siendo corroborado con el aislamiento y elucidacion del compuesto
mayoritario que fue, el labdano 1.

Se aislé un acteosido del extracto de metanol de L. frutescens, el cual demostré ser el
responsable del efecto antimicrobiano contra A. actinomycetemcomitans stp. a.

El presente trabajo da base para la aplicacién de los extractos de C. hypoleucus en
futuras investigaciones aplicado a otro tipo de enfermedades infecciosas, para la

evaluacion de su efecto antimicrobiano.
Perspectivas

De acuerdo a los resultados obtenidos, se planea continuar con la presente
investigacion, realizando pruebas de toxicidad in vivo en modelo animal, para evaluar

la dosis letal media (DLm) asi como cambios en pH salival.

Realizar estudios in vivo en pacientes con enfermedades periodontales, ya que el efecto

difiere de un sistema in vitro a uno in vivo.

Realizar estudios para saber el mecanismo de accion especifico de los compuestos

aislados, ya sea mediante proteGmica u otro ensayo.

El objetivo final es obtener un enjuague bucal o pasta dental con los extractos crudos

de metanol de L. frutescens y de Hexano de C. hypoleucus.
Es de relevante incluir en el presente estudio la Concentraciébn minima bactericida

(CMB) para los microorganismos evaluados, y realizar mas pruebas de viabilidad a

distintos tiempos de exposicion a los extractos y compuestos aislados.
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7.3. Listado de abreviaturas

Abreviatura
CMI
Clso
C. hypoleucus
L. frutescens
P. gingivalis/P. g.
P. intermedia/P. i.

F. nucleatum subsp. nucleatum/F. n. n.

A. actinomycetemcomitans a/A. a. a
S. mutans/S. m.
S. sanguinis/S. s.
P. micra/P. m.
C. gingivalis/C. g.
V. parvula/V. p.
A. viscosus/A. v.
OMS

ml

pl

Hg

Mm

AAP

CML

CMB

UFC

AST

HK

DO

MeOH

AcOEt

PSA

CiB

UAEH

subsp.

UNAM

°C

Fig.

G

DMSO

Nm

RMN

ATCC

MHz

HMBC

Definicion
Concentracion minima inhibitoria
Concentracion inhibitoria 50
Croton hypoleucus
Leucophyllum frutescens
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Fusobacterium nucleatum subsp. Nucleatum
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo a
Streptococcus mutans
Streptococcus sanguinis
Parvimonas micra
Capnocytophaga gingivalis
Veillonella parvula
Actinomyces viscosus
Organizacion Mundial de la Salud
Mililitros
Microlitros
Microgramos
Micrometros
Asociacion Americana de Periodoncia
Concentracion minima letal
Concentracion minima bactericida
Unidades formadoras de colonias
Agar soya tripticasa
Hemina y vitamina K
Densidad optica
Metanol
Acetato de etilo
Pruebas de susceptibilidad antibacteriana
Centro de Investigaciones Bioldgicas
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
Subespecie
Universidad Nacional Autonoma de México
Grados Celsius
Figura
Gramos
Dimetil sulfoxido
Nandmetros
Resonancia magnética nuclear
American Type Culture Collection
Mega Hertz
Heteronuclear multiple bond correlation
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