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RESUMEN

Comunidades de bajos recursos en el Estado de Hidalgo, México, no cuentan con acceso a
terapias periodontales, por lo que utilizan especies de plantas como: Amelanchier denticulata
(Membrillo) para una terapia periodontal empirica, por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue el de evaluar el efecto antimicrobiano in-vitro de los extractos A. denticulata frente a
microorganismos de la placa dental, asociados con periodontitis y caries dental, por medio de
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por método de micro dilucion en caldo. Se utilizo:
técnica de fitoquimica para separar el fruto, la hoja y el tallo de la planta con sistema de reflujo
con solventes: hexano-(Hex) y metanol-(MeOH), y sistema de rotaecvaporacion (40°C) ademas de
la Cromatografia de capa fina-(TLC), empleando los disolventes Hex-AcoEt y cloroformo
(CHCI3/MeOH) ambos en concentracion 8:2ml y 1 sistema de revelacion de acido sulftirico con
etanol H2SOu, para las pruebas fitoquimicas preliminares se utilizaron distintos disolventes. Se
seleccionaron cepas provenientes del ATCC: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Capnocytophaga gingivalis, Veillonella parvula, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Actinomyces viscosus, Parvimonas micra, Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b,
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, para la realizacion de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana por técnica de microdilucion en caldo, concentraciones de: 30-0.05mg/mL,
ajustado con Densidad-6ptica-1 (OD1) a 600nm y Crecimiento de Unidades Formadoras de
colonia (UFC’s). Con la TLC y pruebas fitoquimicas se rastrearon 7 compuestos en H-Hex:
saponinas, esteroidales-triterpénicas, taninos y OH fenodlicos, antraquinonas, esteroides-
triterpenos y cumarinas y: 6 en H-MeOH: saponinas, taninos y OH fendlicos, flavonoides,
esteroides y triterpenos. Se determind como Concentracion-Minima-Inhibitoria (CMI): 15mg/mL,
para ambos extractos H-Hex y H-MeOH. Con susceptibilidad para: Actinomyces
viscosus_(p<0.001/NS), Veillonella parvula (NS/NS), Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum (p<0.01/p<0.001), Parvimonas micra_(NS/p<0.001), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans stp.b. (p<0.01/p<0.01), Capnocytophaga
gingivalis (p<0.001/p<0.001), Prevotella intermedia (p<0.01/p<0.05), Porphyromonas
gingivalis (p<0.05/NS), susceptibilidad corroborada con crecimientos negativos en agar. La
inhibicion de Streptococcus mutans (NS/NS) 'y Streptococcus sanguinis (NS/NS) fue
bacteriostatica en ambos extractos a partir de la concentracion 0.11mg/mL. Los extractos de 4.
denticulata mostraron efecto bactericida a la CMI 15mg/mL de la Hoja Hex y MeOH
(indistintamente) en bacterias consideradas periodontopatéogenas de la PDB y muestran efecto

bacteriostatico en especies mas resistentes de Streptoccoccus sp. en concentraciones mas bajas.



ABSTRACT

Low-income communities in the state of Hidalgo México, do not have access to periodontal
therapies, for that reason, they use vegetable plants such as Amelanchier denticulata
(Membrillo) as a periodontal therapy unknown. The present study purpose was to evaluate
antimicrobial effect in-vitro of A. denticulata extracts against microorganisms of dental plaque,
using tests by broth dilution method. Phytochemistry technique was used with separation of
different aerial plant parts: fruit, leaves, and stem of A. denticulata. Reflux technique with
solvents: hexane-(Hex) and methanol-(MeOH) evaporated with a rotary vacuum (40°C). Thin-
layer chromatography (TLC) using the solvents Hex-AcoEt and chloroform (CHCIl3/MeOH)
both concentration 8:2ml and one revelation system of sulfuric acid (H>SOs)/ethanol
(C,HsOH), different solvents were used for preliminary phytochemical tests. Selection of
ATCC strains: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Capnocytophaga gingivalis,
Veillonella parvula, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus,
Parvimonas micra, Aggregatibacter actinomycetemcomatuso stp. b, Fusobacterium nucleatum
subsp. nucleatum for antimicrobial susceptibility tests, by broth dilution method for 10 extract
concentrations (30-0.05mg/mL). Measurement of optical density 600nm (OD600) and
aerobically growing bacteria in Trypticase-Soy-Agar for viability confirmation by colony
forming units (CFU’s). With TLC and phytochemical tests, we had obtained 7 compounds
tracked in H-Hex: saponins, steroidal- triterpenes, tannins-OH", phenolic, anthraquinones,
steroids-triterpenes and coumarins; and 6 in H-MeOH: saponins, tannins-OH", phenolic,
flavonoids, steroids, and triterpenes. OD600 values of positive bacteria controls had compared
against concentration’s extract (T-Student test). The Minimum-inhibitory-concentration (MIC)
of both extracts H-Hex y H-MeOH were: 15pg/mL with antimicrobial effect against
Actinomyces  viscosus_(p<0.001/NS),  Veillonella  parvula (NS/NS), Fusobacterium
nucleatum  subsp. nucleatum (p<0.01/p<0.001), Parvimonas micra (NS/p<0.001),
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  stp.b. (p<0.01/p<0.01),  Capnocytophaga
gingivalis (p<0.001/p<0.001), Prevotella intermedia (p<0.01/p<0.05), Porphyromonas
gingivalis (p<0.05/NS), susceptibility corroborate with negative inhibition in agar. The
inhibition of Streptococcus mutans (NS/NS) y Streptococcus sanguinis (NS/NS) 0.11mg/mL
concentration of both extracts. A. denticulata extracts showed bactericide effect with MIC
15mg/mL of the leaves diluted in Hexane and Methanol (indistinct), against periodontal-
pathogenic bacteria of dental plaque and both extracts showed bacteriostatic effect against

more resistant strains Streptococcus sp. in a lower concentration.



I. INTRODUCCION

La medicina alternativa basada en el uso de plantas medicinales, es una practica
tradicional que no ha desaparecido en nuestro pais, la gran diversidad de flora y la amplia
riqueza cultural de México, han favorecido el aprovechamiento de distintas especies
vegetales con fines medicinales desde épocas prehispanicas, transmitiendo por
generaciones, los resultados del uso cotidiano para dar tratamiento a patologias muy
particulares como son las infecciosas, en gran parte de las zonas rurales, estos remedios
caseros forman parte de nuestra riqueza cultural, los tratamientos tradicionales tienen
como base los signos y sintomas de las enfermedades para ser tratados de forma empirica,
que es como se percibe dentro de nuestra cultura, por lo que, es pertinente reconocer la

efectividad de los tratamientos tradicionales, como parte de nuestra cultura.(32)

El presente estudio de investigacion, tiene como objetivo evaluar la efectividad
antimicrobiana de una especie vegetal conocida popularmente como “membrillo” y
nombrada cientificamente como Amelanchier denticulata, dicha especie crece en el
Estado de Hidalgo y los pobladores de algunas localidades como San Jos¢ Capulines, han
utilizado de manera recurrente y empirica, dicha planta como terapia auxiliar para la
enfermedad periodontal, buscando como tinico fin la reduccion de signos y sintomas que
caracterizan esta enfermedad tales como: inflamacion, sangrado, recesion, movilidad

dental y halitosis.(1)

En algunas comunidades lejanas de la urbanizacion, la higiene bucal es deficiente ya
que las visitas a la consulta dental son limitadas, provocando que las enfermedades
bucodentales evolucionen de forma rapida, especialmente en personas de edad avanzada.
Para los habitantes de dichas poblaciones, es necesario buscar alternativas opciones que
les permitan resolver o reducir los signos y sintomas que se presentan durante dichas
enfermedades. Cuando la periodontitis se encuentra en una fase temprana, puede ser
reversible evitando de esta manera consecuencias que implican dolor, afectacion en la
calidad de vida del paciente y un gasto econdémico considerable para acceder a un
tratamiento bucal profesional, el costo elevado de los tratamientos, es una de las
principales causas por la cual las personas se automediquen o abandonen los tratamientos,

con lo cual se incrementa el consumo de remedios caseros que involucran plantas.(3)



La terapia periodontal implica un gasto importante en materia de salud. Para las
personas que la padecen, involucra tiempo, dinero y tratamientos traumaticos que
dependeran de la severidad y progresion de la enfermedad. Al sopesar el costo-beneficio,
los pacientes diagnosticados con periodontitis deciden frecuentemente abandonar la
terapia periodontal, sin saber las consecuencias que esta decision conlleva, entre las que
se encuentran; perdida de oOrganos dentales, alteraciones de la articulacion
temporomandibular, problemas digestivos que afectan la calidad de vida del individuo.(5)
Por tal motivo, el objetivo principal del presente estudio, fue el de evaluar el efecto
antimicrobiano in-vitro de los extractos A. denticulata frente a microorganismos asociados
con periodontitis, por medio de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por método de

micro dilucidn en caldo.



II.LANTECEDENTES

2.1 Antecedentes historicos

La herbolaria en México a través de milenios, sigue siendo un recurso de tradicion y
costumbres mexicanas que ha logrado la conservacion y preservacion de las plantas
medicinales, sefialadas como instrumentos brindados por la naturaleza para prevenir,
aliviar, sanar o curar determinadas enfermedades de los pueblos indigenas, durante siglos
fueron empleadas por curanderos, chamanes o alquimistas, transmitiendo sus
conocimientos por generaciones, nuestro pais posee una de las floras mas abundantes a

nivel mundial.(31)

Previo a la conquista espafiola en México, la herbolaria se utiliz6 para todo tipo de
enfermedades. El primer libro del cual se tiene conocimiento es “el Codice de la Cruz-
Badiano” escrito en Néhuatl y dibujado a mano por Martin de la Cruz, la traduccion a latin
fue realizada por Juan Badiano discipulo de Fray Bernardino de Sahagun, en este libro se
registraron los remedios curativos utilizados por los Aztecas, describiendo usos,
propiedades, caracteristicas de las plantas y tratamientos contra las enfermedades mas
comunes existentes en esa época, se incluyeron remedios para heridas, encias inflamadas,
quemaduras del cuerpo, fracturas de la cabeza, entre otros. Durante la conquista Hernan
Cortés escribio y envio cartas dirigidas al Rey de Espafia, en las cuales describia a los
chamanes Aztecas y a la medicina indigena, mencionando el orden anatomico en el que
los pueblos indigenas agrupaban las enfermedades de pies a cabeza, asi como la aplicacion
de conocimientos sobre herbolaria y medicina tradicional para curar a los espafioles de

enfermedades que desconocian.(29)

Para los afos setentas, la Medicina tradicional tuvo un importante avance en el estudio
y empleo de la herbolaria en el mundo. Este giro provino y fue apoyado por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la cual reconocié y definié a las hierbas
medicinales como medicamentos terminados y etiquetados que contienen ingredientes
activos de partes interiores y exteriores de plantas u otras especies vegetales, o la
combinacion de estas en bruto o como preparaciones para aliviar malestares.(30)

Reconociendo con ello que la medicina tradicional para millones de personas, representa



el conocimiento milenario que los indigenas han resguardado. La OMS defini6 a la
medicina tradicional, como la suma total de los conocimientos, habilidades y practicas
basadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, sean
explicables o no, utilizadas tanto para mantener la salud como para la prevencion,

diagnéstico y tratamiento de enfermedades fisicas y mentales.(31)

Para las comunidades indigenas, las plantas medicinales son de gran importancia en la
medicina tradicional, desempefiando un papel importante en la salud. En 1975 en México,
se fundo6 el Instituto Mexicano para el Estudio de las plantas medicinales (IMEPLAN)
teniendo como propdsito la integracion de un grupo de cientificos que desarrollaran
investigaciones multidisciplinarias de Antropologia Médica, Etno-botanica, Fitoquimica
y Farmacologia experimental para fundamentar cientificamente la medicina tradicional
indigena mexicana, abriendo camino a la medicina moderna de México, afios mas tarde
se funda el Herbario de Plantas Medicinales, en el que se establecen laboratorios de
quimica y farmacologia, en 1980 el IMEPLAN se incorpora al IMSS y para el afio 2000
se funda el Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS y la Unidad de Desarrollo
Tecnoldgico de Fito medicamentos que para el afio 2007 desarrolla las primeras patentes

de Fito medicamentos a partir de plantas mexicanas.(34)

El 90% de los habitantes en México emplea la herbolaria, promoviendo los
conocimientos milenarios utilizados en la medicina tradicional que persisten hasta hoy.
Desde el punto de vista taxonomico, México ocupa el segundo lugar a nivel mundial de
plantas medicinales, con un registro de 4500 plantas, de las cuales solo se han estudiado
500. La Comision Nacional para el conocimiento y usos de la biodiversidad (Conabio)
registro 4000 especies con atributos medicinales que equivalen al 15% de la flora total del
pais, con lo cual se considera que 1 de cada 7 plantas posee alguna propiedad

medicinal.(36)

Actualmente se realizan investigaciones de la plantas medicinales, en distintas
Instituciones como en la Universidad Auténoma de Chapingo, el Instituto Politécnico
Nacional y en algunas facultades de la Universidad Nacional Autonoma de México. En

nueve hospitales de la Secretaria de Salud en los Estados de Durango, Nayarit, Oaxaca,



Puebla y Chiapas cuenta con dos farmacias de alopatia y de medicina tradicional indigena

con curanderos que recetan herbolaria que ellos mismos preparan.(32)
2.2 GENERALIDADES DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES
2.2.1 Definicion

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial crénica, asociada a la
biopelicula compuesta de placa disbidtica, y caracterizada por la destruccion progresiva
del aparato de soporte dental. Sus caracteristicas principales incluyen: la pérdida de
soporte del tejido periodontal, que se manifiesta a través de la pérdida de insercion clinica,
la pérdida 6sea alveolar evaluada radiograficamente, la presencia de bolsas periodontales

y el sangrado gingival.(19)

2.2.2 Clasificacion de enfermedades periodontales y condiciones peri-

implantares.

En la clasificacion més actual de las enfermedades y condiciones periodontales,
establecida por la Academia Americana de Periodontologia y la Federacion Europea de
Periodontologia, de acuerdo con los conocimientos actuales sobre fisiopatologia, se
pueden identificar tres formas de periodontitis: periodontitis necrotizante, periodontitis y
periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas (ver figura 1).(57) Las
formas de periodontitis "cronica" o "agresiva" de la clasificacion de Armitage de 1999 (5)
dejan de referirse. A continuacién, se describen las formas de Periodontitis en la

clasificacidn actual:
1. Enfermedades Periodontales Necrotizantes:

a. Gingivitis Necrotizante
b. Periodontitis Necrotizante

c. Estomatitis Necrotizante



2. Periodontitis:

a. Estados basados en severidad y manejo de complejidad

II.
I1I.

IV.

Estadio: Periodontitis inicial.

Estadio: Periodontitis moderada.

Estadio: Periodontitis severa con potencial con potencial de pérdida
dental adicional.

Estadio: Periodontitis severa con potencial de pérdida de la denticion.

a. extension y distribucion: localizada; generalizada; distribucion incisivo-molar

c. grados: evidencia o riesgo de progresion rapida, respuesta anticipada al tratamiento.

e grado a: tasa lenta de progresion.

e grado b: tasa moderada de progresion.

e grado c: tasa rapida de progresion.(57)

3. Periodontitis como Manifestacion de Enfermedades Sistémicas:

La clasificacidén de estas condiciones debe estar basada en la enfermedad sistémica

primaria de acuerdo con la clasificacion estadistica de enfermedades y cddigos de

problemas de salud relacionados (ICD).



Figura 1. Clasificacion de enfermedades periodontales y condiciones peri-implantares 2018.
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En la figura l.se describe la clasificacion mas actual de Condiciones y
Enfermedades Periodontales, agrupadas en tres grandes rubros:
periodontal figura (a), gingivitis en la figura (2) y periodontitis en las figuras (c
y d) y otras condiciones que afectan el periodonto. Cada una de ellas se
subclasifican a su vez, de acuerdo con la posible etiologia.(57)

salud




2.3 Microbiota subgingival en salud y periodontitis.

Los microorganismos y la presencia de un hospedador susceptible son factores
necesarios para el desarrollo de la enfermedad periodontal, la cantidad y el tipo de
bacterias agrupadas en el biofilm subgingival son esenciales para el inicio y la progresion

de la enfermedad.(6)

En el esquema de sucesion microbiana de la placa dentobacteriana subgingival,
realizado por S. Socransky y col. (figura 2)(1) describe las asociaciones entre especies
bacterianas que colonizan la placa subgingival y sus distintos tipos de colonizacion, las

asociaciones son descritas por colores en complejos bacterianos de la siguiente manera:

e complejo de especies de Actinomyces excepto Actinomyces odontolyticus.

e complejo amarillo: Streptococcus gordonni, Streptococcus intermedius,

Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis.

e complejo morado: Actinomyces odontolyticus y Veillonella parvula.

e complejo verde: Aggregatibacter  actinomycetemcomitans.  stp.  a,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochraceae, Capnocytophaga

sputigena, Campylobacter concisus y Eikenella corrodens.

e complejo naranja:  Campylobacter  rectus, —Campylobacter  showae,
Fusobacterium nucletum subsp. nucleatum, Fusobacterium nucletum subsp.
polymorphum, Fusobacterium nucletum subsp. vincentti, Fusobacterium
peridonticum, Parminonas micra, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,

Streptococcus constellatus y Eubacterium nodatum.

e complejo rojo: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema

denticola.

e Especies no agrupadas: Aggregatibacter actinomycetemcomitans stp. b 'y

Selenomonas noxia.
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Figura 2. Esquema de sucesion microbiana de S. Socranksy 1998.
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Representacion de la asociacion de especies bacterianas de la placa dentobacteriana
subgingival por complejos bacterianos. Las especies de los complejos de: Actinomyces sp.,
amarillo, morado y verde son consideradas “colonizadoras primarias” o especies compatibles
con salud periodontal, las del complejo naranja son consideradas “colonizadoras puente” o
especies patdogenas putativas y el complejo rojo estd compuesto por especies “colonizadoras
tardias” o periodonto patdogenas reconocidas.(2, 60)

Entre el grupo de bacilos anaerobios Gram negativos, se encuentran las especies: P.
intermedia 'y Fusobacterium nucletum conocidas como patégenos putativos de la
biopelicula. La especie mayormente asociadas con periodontitis de inicio precoz es: A.
actinomycetemcomitans stp. b, que son cocos Gram negativos y P. gingivalis bacilo Gram
negativo anaerobio, es el patégeno reconocido mas estudiado en distintos tipos de
periodontitis.(3) Estas dos tltimas especies se encuentran presentes en proporciones bajas
en el periodonto sano, sin embargo, su incremento en cantidad altera la homeostasis de la

biopelicula, favoreciendo el desarrollo de las enfermedades periodontales.(44)

11



El primer estudio descriptivo de la placa dentobacteriana subgingival, realizado en una
poblacidon mexicana con periodontitis cronica y una poblacion periodontalmente sana, fue
realizado por Ximenez-Fyvie y col., en el cual describieron y compararon la microbiota
supragingival con distintas condiciones periodontales, donde evaluaron 40 especies
bacterianas. Las diferencias principales que se observaron entre grupos de estudio, fueron
que las especies bacterianas compatibles con salud periodontal incluyen miembros de los
géneros: Actinomyces, Streptococcus'y Veillonella, mientras que especies de los géneros
Prevotella, Porphyromonas, Treponema y Tannerella son detectadas en mayor

proporcion en sujetos con periodontitis.(16)
2.4 Patogenia de la Periodontitis

Las enfermedades periodontales son caracterizadas por desafios bacterianos que
pueden instigar respuestas inmunologicas destructivas en el huésped, lo que conduce a
activacion de lineas celulares de destruccion 6sea y con ello a pérdida 6sea y de tejido
conectivo. El grado de patogenicidad de la placa dentobacteriana se ve influenciado
principalmente por la presencia y el aumento en niimero y proporcién de bacterias
consideradas como periodontopatdgenas (Socransky 2005), sin embargo, el proceso de
destruccion de los tejidos periodontales es el resultado de la combinacion de diversos
factores como pueden ser los efectos toxicos de los linfocitos, neutrofilos y macréfagos,
lo cual puede dar como resultado mecanismos de defensa incapaces de eliminar algunos

agentes infecciosos bacterianos.(58)

Durante el desarrollo de la enfermedad periodontal, se presenta inflamacion del tejido
conectivo y epitelial que provoca trasudacion de liquido crevicular, exudado gingival que
influye en la distribucion y el metabolismo microbiano de la cavidad bucal, los
carbohidratos permitiran el desarrollo de microorganismos acidégenos y aciduricos, el
fluido gingival aumenta en presencia de un cuadro inflamatorio, la presencia de albumina,
glucoproteinas, lipoproteinas, sodio, potasio, calcio, magnesio, fosfatos inorganicos,
hemina M y alfa 2—globulina son elementos necesarios para el desarrollo de las bacterias
subgingivales, todos estos elementos son necesarios para crear un medio ambiente

propicio, asi como el desarrollo de microorganismos en el surco gingival, el aumento en
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cantidad de bacterias subgingivales esta relacionado con la progresion y severidad de la

periodontitis.(1,4)
2.5 Factores de riesgo modificables y no modificables

La Periodontitis es una infeccion de cardcter endogeno, que afecta a los tejidos de
soporte del diente, el principal factor etioldgico es microbiano sin embargo existen

factores de riesgo ambientales modificables y no modificables (59), algunos ejemplos son:

¢ la higiene bucal deficiente que involucra la susceptibilidad del hospedero, la
presencia de calculo dental, caries, restauraciones desajustadas, apifiamiento

dental, dieta rica en azuicares, desnutricion.(39)

¢ ¢l medio ambiente local, la adhesion bacteriana, la alteracion del pH en boca y la

cantidad de saliva segregada, los cuales promueven el proceso patoldgico.(40)

e ¢l tabaquismo, que es un factor de riesgo que ocasiona la perdida de insercion
dental y del hueso alveolar, las toxinas encontradas en el cigarro inducen la
inflamacion de mucosas y modifican el hospedero creando un medio susceptible

para el desarrollo de la enfermedad.(40)

Entre los factores de riesgo no modificables se encuentran la raza, el sexo, la edad o la

genética y los factores sistémicos presentes en condiciones médicas como;(59)

¢ las variaciones polimoérficas genéticas que afectan la respuesta inmunologica de
un individuo ante una infeccion periodontal, afectando la capacidad de defensa

ante la enfermedad.(37)

¢ la virulencia bacteriana con la cual los patdogenos secundarios pueden mejorar o

apoyar la virulencia, facilitando la sinergia y la transicion de patogenicidad.(49)

e las enfermedades sistémicas como diabetes que ocasiona xerostomia
(disminucién de la cantidad de saliva), las enfermedades cardiovasculares, el
EPOC, las enfermedades renales, la artritis reumatoide y el cancer afectan los

tejidos blandos de la cavidad oral.(37)
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2.6 TERAPIA PERIODONTAL

2.6.1 Higiene profesional

Los individuos que presentan periodontitis, presentan signos y sintomas visibles como

enrojecimiento gingival y sangrado, halitosis, en algunos casos dolor al ocluir (derivado

de la movilidad dental) y sensibilidad dental como consecuencia de la denudacion de la

raiz por recesiones gingivales, motivando al paciente a tener un primer acercamiento con

el odontologo general y/o la canalizacion con un especialista en periodoncia, con lo cual

se da inicio a la terapia periodontal que engloba tres fases o tratamientos:(48)

Fase 1 (tratamiento no quirrgico): incluye una fase higiénica, el control de
placa dentobacteriana, la técnica de cepillado, la utilizacion de auxiliares de
limpieza como hilo dental, dentifricos y colutorios dentales especiales que

contengan clorhexidina al 0.12%, la odontoexcesis y profilaxis.(48)

Fase 2 (tratamiento quirurgico): puede incluir uno o varios procedimientos
que van desde la reduccion de las bolsas periodontales, el tratamiento
consiste en la eliminacion de la pared interna de la bolsa, el curetaje cerrado
o abierto, el raspado y alisado radicular, la cirugia de colgajo, la
gingivectomia, la cirugia receptiva Osea en la que se realiza una
remodelacion de los margenes dseos, la regeneracion tisular guiada de

injertos y membranas.(48)

Fase 3 (mantenimiento): revisiones periddicas con el periodoncista que
dependeran de la evolucion y severidad de la enfermedad con un minimo de

una sesion cada 6 meses.(45)

El auxiliar de limpieza para reducir carga bacteriana, mas recomendados por los

odontologos generales y los especialistas, son los colutorios dentales que contienen

distintos ingredientes o compuestos quimicos como es el gluconato de clorhexidina, que

actia como antimicrobiano. Otros colutorios incluyen ingredientes como: triclosan,

cloruro de zinc, vitamina E, xilitol y aceites esenciales con una mezcla de compuestos

fenolicos y metilsalicilato, compuestos que ofrecen ventajas como su facil uso y
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desventajas con el efecto reducido en la placa subgingival, limitando su eficiencia, el costo
elevado y como consecuencia, del uso prolongado se presentan efectos secundario como
pigmentacion dental, deterioro del esmalte dental, irritacion de mucosas, atrofia de papilas

gustativas que puede ocasionar alteraciones en el sentido del gusto.(45)
2.6.2 Higiene bucal con Fitoterapia

Los habitos bucales personales contribuyen como terapia para mejorar la salud
periodontal. La utilizacion empirica de especies vegetales, es reconocida como agente de
salud en diversas culturas. Han sido transmitidos como remedios caseros, por
generaciones con el nombre de Fitoterapia. Los principios activos de determinadas plantas
se han utilizado en la industria farmacéutica llevando a cabo previamente ensayos
quimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos y clinicos que buscan explicar de forma racional

su uso terapéutico.(14)

Existen especies vegetales que son utilizadas como plantas medicinales se estima que
entre 3000 a 5000 especies vegetales reciben algin uso medicinal en nuestro pais, la
mayoria de las plantas medicinales, se venden en los mercados y son utilizadas por
amplios sectores de la poblacién mexicana, retomado de esta forma la medicina
tradicional, siendo en ocasiones el principal o unico recurso al cual pueden acceder para

recuperar la salud.

En el area de odontologia el total de especies vegetales identificadas con propiedades
terapéuticas es de 343 especies empleadas de forma general para distintas enfermedades
bucales mientras que existen de forma especifica 49 especies utilizadas para tratar las
enfermedades periodontales, esta informacion nos aporta antecedentes respecto al uso de
distintas especies vegetales que durante afios se han utilizado las plantas medicinales para
tratar distintas afecciones bucodentales de acuerdo los usos y costumbres. En la tabla 1 se
presenta un listado de plantas a las que se les atribuyen propiedades analgésicas,
antinflamatorias, antimicrobianas y antifingicas descritas en investigaciones previas y

actuales: (12,14, 18, 20, 36, 35)
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Tabla 1. Plantas utilizadas para enfermedades bucodentales.

. Nombre Uso principal en enfermedades
Nombre cientifico , P P
comun bucales
Polyginum aviculare (12) sanguinaria  Gingivitis.
. sangre de Analgésico, antimicrobiano
Croton lecheri (20) & '8 > . ’ ,
drago antiinflamatorio y periodontopatias.

Vi R e A2 ANQ BN cuachalate  Periodontopatias.

Persea americana miller (20) aguacate

Allium savitum (18) ajo

clavo de

Sizygium aromaticum (18) olor

menta

Menta piperita (20)

Urtica dioica (14) ortiga

Thymus vulgaris (14) tomillo

Theobroma cacao (20) cacao

Gingivitis y periodontitis
Candidiasis, antibiético.

Odontalgias, alveolitis.

Anticariogénico, antinflamatorio,
periodontopatias.

Astringente en periodontopatias.
Odontalgias e inflamacion del
periodonto.

Bacteriostatico para Streptococcus
mutans.

Disminucion de niveles séricos en
periodontitis.

Inhibitorio de S. mutans y Lactobacillus
acidhophilus in-vitro.

Mangifera indica (18) mango

Rosmanirus officinales (36) romero
Salvia officinales (36) salvia

Quercus ilex (20)

Prevencion y tratamiento de gingivitis.

encino Periodontopatias.

2.8 Amelanchier denticulata

Pertenece a la familia Rosasceae, su nombre cientifico es Amelanchier denticulata o
Malacomeles denticulata, se conoce como duraznillo, madronillo, membrillo cimarrén,
acebuche, granjenillo, manzanita, mimbre y membrillo loco, en las lenguas indigenas es
conocida como: tlaxistle tlaxisqui, tlaxioqui, tomistlacatli, tlachistle. La especie que se
distribuye en el Estado de Hidalgo, en el Municipio Mineral del Chico, localidad San José¢
Capulines, es utilizada en la medicina tradicional como planta medicinal. Las
comunidades refieren su uso frotando contra los dientes, ayudando a desinflamar la encia

y disminuir la movilidad dental.(9, 53)
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2.8.1 Descripcion y distribucion geografica de A. denticulata

La planta se encuentra distribuida en tres regiones eco-climaticas; dos son frias con un

contraste de humedad y la tercera presenta condicion célida y humeda, se encuentra

distribuida en pastizales y matorrales a temperaturas minimas y maximas anuales entre 14

y 19°C, puede medir de 1 a 3 m de altura, sus hojas de 1 a 2.5 cm de largo son enteras o

dentadas con puntas redondeadas y vellosas por debajo, posee flores blancas y frutos de

color rojo claro con pulpa blanca de 8 a 10 mm de longitud, con 4 semillas de 0.4 a 0.5

cm de largo, destacan caracteristicas como su crecimiento lento, tolerancia a sequias,

desarrollo en suelos calizos, arcillosos, arenosos y bien drenados, son utilizadas

ornamentalmente y contienen pectina (son propiedades gelatinizantes, espesantes y

estabilizantes de gran importancia en la industria cosmetoldgica, farmacéutica, textil y

siderurgica)(figura 3).(9, 53)

Figura 3. Amelanchier denticulata.

i

Fotografia (a): especie
vegetal, que muestra como
se encuentra distribuida en
forma de matorral y;
fotografia (b) se observa de
forma mas cercana como
esta conformada por tallo,
hoja, frutos rojos y flores
blancas.(53)
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III. JUSTIFICACION

La periodontitis es un problema de salud ptblica mundial, ocupa el segundo lugar como
enfermedad bucodental mas frecuente, afectando entre el 15 y 20% de la poblacion de
edad adulta entre los 35 y 44 afios, el incremento del gasto en materia de salud que implica
la terapia periodontal, las terapias traumaticas, los tratamientos prolongados y el uso
indiscriminado de terapias antimicrobiana han ocasionado resistencia bacteriana como
consecuencia del uso prolongado de antimicrobianos locales y sistémicos para tratar las
enfermedades periodontales. La importancia de realizar el primer estudio in-vitro de la
especie A. denticulata es brindar nuevas alternativas naturales para el tratamiento de la
periodontitis, tomando en cuenta que M¢éxico es un pais con una de las floras mas
abundantes a nivel mundial y retomando la riqueza cultural de la medicina tradicional que
involucra la utilizacion empirica de especies vegetales como la mencionada con
anterioridad ha surgido la siguiente pregunta de investigacion: ;Los extractos de A.
denticulata tendran efecto antimicrobiana in-vitro frente a microorganismos asociados

con periodontitis?

IV. HIPOTESIS

Los extractos hoja hexano y hoja metanol de Amelanchier denticulata tendran efecto
antimicrobiano in-vitro frente a especies de la placa dentobacteriana relacionados con
periodontitis como: F. nucleatum subsp. nucleatum, P. micra, A. actinomycetemcomitans
stp. b, C. gingivalis, P. intermedia y P. gingivalis y con caries dental: S. mutans, S.

sanguinis, A. viscosus, V. parvula,.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluacion del efecto antimicrobiano in-vitro de los extractos 4. denticulata frente a
microorganismos de la placa dental, asociados con periodontitis y caries dental, por medio

de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por método de micro dilucién en caldo.
5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antimicrobiana in-vitro de los extractos A. denticulata por
medio de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por Concentraciones

Minimas Inhibitorias (CMI) por método de micro dilucién en caldo.

e Determinar la CMI de distintos extractos de A. denticulata, sobre cepas
bacterianas representativas de la placa dentobacteriana: S. mutans, S. sanguinis,
A. viscosus, V. parvula, F. nucleatum subsp. nucleatum, P. micra, A.
actinomycetemcomitans stp. b, C. gingivalis, P. intermedia y P. gingivalis por

medio de distintas micro diluciones en caldo.

e Determinar crecimientos bacterianos positivos por medio de cepas control,
ajustadas a Densidad Optica 1 (OD1) y hacer comparaciones de cada crecimiento
con los controles por medio de la prueba paramétrica T de Student con ajuste de

comparaciones multiples.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Disefio experimental cuantitativo. Se analizé la especie vegetal A. denticulata, de la

cual se obtuvieron nueve extractos que fueron preparados para realizar pruebas de

susceptibilidad de 10 especies bacterianas, para determinar su actividad antimicrobiana

in-vitro.
6.2 Variables de estudio

1) Especie vegetal A. denticulata

2) Diez cepas bacterianas de la placa dentobacteriana.

6.3 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

1) Extractos de A. denticulata (fruto, hoja
y tallo).

2) Cepas provenientes del ATCC: S.
mutans, S. sanguinis, A. viscosus, V.
parvula, F. nucleatum subsp. nucleatum,
P. micra, A. actinomycetemcomitans stp.
b, C. gingivalis, P. intermedia y P.
gingivalis

Criterios de exclusion

Hojas maltratadas y planta
comida por insectos.

Extractos con bajas o nulas
propiedades antibacterianas
en la prueba piloto.

Contaminacién de los
pozos control en cultivo de
96 pozos

Crecimiento negativo en los
controles positivos en
cultivos de 96 pozos.
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6.4 Disefio experimental.

En la figura 4, se presenta el diagrama que describe el disefio experimental del presente
estudio. El estudio comprendié dos técnicas bésicas, la primera fue la de Fitoquimica: con
la cual obtuvimos los extractos vegetales; y la segunda con pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana (pruebas Microbioldgicas): con la cual obtuvimos las CMI derivadas de
las pruebas de susceptibilidad antibacteriana en micro dilucion en caldo, con la cual
realizamos un andlisis de comparativo con la prueba paramétrica T de Student, con ajuste

de comparaciones multiples.

Figura 4. Diagrama de flujo. Disefio experimental para el analisis de datos del estudio.

Evaluacién Antimicrobiana in-vitro de Extractos Amelanchier denticulata
asociados con periodontitis
|

| Elaboracién de protocolo |

| Aprobacién de proyecto por el comité I
| ]

| 1 Disefio experimental [ |

Pruebas Fitoquimicas | Pruebas Microbiolégicas |

Dilucién de extractos

Recoleccién e identificacién
de especie vegetal A.
denticulta

Cepas bacterianas y referencias de ATCC. Incubacién de cepas en cémara
de anaerobiosis
Streptococcus mutans 25175 I

Obtencién de extractos por

sistema de reflujo y
rotaevaporacién con
solventes:
Hexano, Acetato de etiloy
Metanol.

Streptococcus sanguinis Evaluacién antimicrobiana

Concentraciones minimas
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum inhibitorias (CMI)

(Parvimonas micra
Obtencién de resultados

Anélisis estadistico prueba T-
student y ajuste de
comparaciones multiples

Cromatografia de capa fina

(TLC)

| Aggregatibacter actynomicetemcomitans stp. b

Pruebas fitoquimicas
preliminares

TLC: cromatografia de capa fina, pruebas fitoquimicas preliminares CMI: concentracion
minima inhibitoria, T de Student: prueba para muestras relacionadas paramétricas con ajuste
de comparaciones multiples.
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6.5 TECNICA DE FITOQUIMICA
6.5.1 Recoleccion de especie vegetal A. denticulata.

La recoleccion de la especie vegetal A. denticulata se realizé con ayuda de pobladores
de la comunidad, durante los meses junio-agosto de 2017 en el Municipio de Mineral del

Chico, localidad San José Capulines.
6.5.1.2 Principio de recoleccion

El ejemplar fue identificado previamente por el Licenciado en Biologia y Maestro en
Ciencias Miguel Angel Villavicencio Nieto, Profesor investigador titular A, con lineas de

investigacion en Etnobotéanica, autor de distintas publicaciones.
6.5.1.3 Procedimiento de recoleccion

El fruto, la hoja y el tallo de 4. denticulata fueron recolectados, separados y extendidos
sobre papel periddico, dejandolos secar a temperatura ambiente, continuamente se cambid

el papel evitado asi la formacion de hongo por humedad, al pasar 4 semanas se pesaron.
6.5.2 Obtencion de extractos de A. denticulata.

Los solventes utilizados para la obtencion de los nueve extractos fueron: hexano (Hex),
acetato de etilo (AcoEt) y metanol (MeOH). En la tabla 2 se describen las combinaciones
de cada parte vegetal, con cada uno de los solventes seleccionado de acuerdo a su

polaridad asegurando con ello mejor arrastre de compuestos quimicos.
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Tabla 2. Pesaje de los extractos 4. denticulata.

Parte

Peso final Rendimiento
vegetal

Solvente Peso inicial

Hexano 248.54g/1.900L

Acetato de etilo | 248.54g/1.900L | 22.07g 8.87g
Metanol 248.54g/1.900L | 138.46¢g 55.70g
Hexano 292.11g/1.900L | 40.45g 13.84¢g

Acetato de etilo | 292.11g /1.900L | 40.34g 13.80g
Metanol 292.11g/1.900L | 99.97¢g 34.22¢
Hexano 345.23g/1.900L 18.19¢g 5.13g

Acetato de etilo | 345.23g /1.900L | 18.19g 5.26g
Metanol 345.23g/1.900L | 68.81g 19.93¢g

6.5.2.1 Principio para la obtencion de los extractos

Las partes de 4. denticulata se trituraron utilizando una trituradora de grano Hamilton
Beach y para el tallo se utilizaron tijeras, posteriormente se almacenaron en tres bolsas

herméticas etiquetadas con las partes de la especie vegetal.
6.5.2.2 Procedimiento para la obtencion de los extractos

Se pesaron 248.54g. de fruto, 292.11g. de hoja y 345.23g de tallo a los cuales se les
agrego 1.900mL de hexano posteriormente se realizo el sistema de reflujo a 90°C durante
6 horas por duplicado, al concluir este sistema se procedio a la eliminacion del disolvente
por rota evaporacion a 40°C, el sistema de reflujo se repitid con dos disolventes mas,
acetato de etilo a temperatura de 77.1°C y metanol a temperatura de 64.7°C. Finalmente
se obtuvieron los nueve extractos y se depositaron por separado en frascos ambar

etiquetados previamente con el nombre de la parte, el solvente utilizado y el peso final

obtenido.
6.6 Cromatografia de capa fina

La TLC o cromatografia de rastreo, es una prueba de cualitativa realizada en una placa
de silica sobre aluminio con medidas 5x5 con la cual se identifican y separan los

compuestos quimicos que se encuentren en los extractos a evaluar.
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6.6.1 Principio de TLC

La TLC permite detectar e identificar los principios activos responsables de las
propiedades atribuidas a las plantas, conformada por una la fase movil con disolventes
seleccionados segun la polaridad de la muestra y la fase estacionaria material en donde se

trabaja con capilares, papel o laminas con silica.
6.6.1.2 Procedimiento de TLC

La cromatografia de capa fina (TLC) se realizo utilizando placas de silica sobre
aluminio, se utilizaron 12 placas con disolventes distintos, Hex: AcoEt en proporcion 8:2,
AcoEt 100%, AcoEt: MeOH en proporcion 8:2 y Cloroformo: MeOH en proporcion 8:2,
para determinar si la muestra es polar, el resultado es positivo si la muestra se queda
pegada en la linea de siembra y en el caso de una muestra no polar la muestra correra por
la placa, para observar mejor las muestras se revisaron con luz UV y fueron marcadas con
un recuadro, después se les coloco revelador H>SO4 (Ac. sulfrico con etanol) y se
observaron en la plancha de calentamiento a 80°C, estd prueba nos ayud6 a determinar la
cantidad de compuestos que pertenecen a cada extracto, se realiz6 una segunda prueba
con los extractos H- Hex, F-AcoEt y H-MeOH, cada extracto se sembro por cuadriplicado,
se utilizaron 4 reveladores; sulfato sérico, 4acido sulftrico, vainillina y draggo

(DraguendofY).
6.6.2 Pruebas fitoquimicas preliminares

Son pruebas quimicas que indicaron la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios, distribuidos en diferentes grupos taxonémicos y que presentan propiedades
bioldgicas y funciones ecoldgicas, han sido utilizados como medicamentos, insecticidas,

perfumes y colorantes, ademas han sido denominados productos naturales.
6.6.2.1 Principio para las pruebas fitoquimica preliminares

Al realizar las pruebas fitoquimicas se determind de forma preliminar la presencia o
ausencia de alcaloides, saponinas (esteroidales y triterpenoides), taninos y OH fendlicos,

antraquinonas, flavonoides, chalconas y auronas, esteroides y triterpenos y cumarinas.
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6.6.2.2 Procedimiento para las pruebas fitoquimicas preliminares

Para las pruebas fitoquimicas se utilizaron viales etiquetados con el nombre de la
prueba, a cada vial se les agrego con una micro espatula el extracto H-Hex y H-MeOH
depositando una pequefa porcion en el fondo, asignandoles un control al cual se le

agregaron 2mL de etanol para posteriormente comparar.

e Alcaloides: a los viales con el extracto H-Hex y H-MeOH se le pipeteo ImL de
acido clorhidrico (HCI) al 1% posteriormente se les agregaron 2 gotas del
reactivo Dragendorff. Se observa resultado positivo cuando el precipitado es

pardo- naranja.

e Saponinas: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se pipetearon 2mL
de agua destilada, posteriormente se calent6 en bafio maria durante 10 minutos,
se dejo enfriar y se agito por 30 segundos. el resultado es positivo para saponinas

si se observa presencia de espuma con altura de 0.8 a 1 cm durante 2 minutos.

e Reaccion de Lieberman Bouchard: a los viales con los extractos H-Hex y H-
MeOH se les agregaron 2 gotas de anhidrido acético (C4HsO3) y 2 gotas de 4cido
sulfurico (H2SO4) concentrado. el resultado para saponinas esteroidales es
positivo si la coloracion es azul o verde. cuando el resultado es positivo para

saponinas triterpenoides la coloracion es rosa, rojo, magenta o violeta.

e Taninos y OH fendlicos: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se les
pipeteo 1mL de agua destilada y ImL de Cloruro férrico (FeCls) al 1% acuoso.
el resultado es positivo para taninos y OH fendlicos cuando se observa: 1 OH
coloracion amarilla, 2 OH coloracioén verde (catecil), 3 OH" azul negro (4cido

gélico).

e Antraquinonas: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se les pipetearon
3 mL de HCl al 10% posteriormente se calentd durante 30 minutos, se dejo enfriar
y se extrajo con éter, a la fraccion etérea se le pipetearon 2 mL de Hidroxido de
sodio NaOH al 10%. El resultado es positivo si se observa color rojo en la

interfase.
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Flavonoides (reaccion de Schinoda): a los viales con los extractos H-Hex y H-
MeOH se les pipetearon 0.2mL de HCI concentrado, 0.2mL de alcohol amilico y
2 mL de agua destilada. El resultado es positivo para flavonas si la coloracion es
roja, para flavonoles la coloraciéon es rojo-crimson y para flavononas la

coloracion es crimson-magenta.

Reaccion de NaOH: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se les
agregan 3 gotas de NaOH al 10%. El resultado es positivo para xantonas y
flavonas si se observa coloracion de amarillo a rojo, para chalconas la coloracion
es de purpura a rojizo y para antocianinas la coloracion es azul. El resultado es
positivo para xantonas y flavonas si se observa coloracion de amarillo a rojo, para
chalconas la coloracion de plrpura a rojizo y para antocianinas la coloracion es

azul.

Chalconas y auronas: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se les
pipetearon 2mL de HCI concentrado. El resultado es positivo si se observa de

color rojo.

Esteroides y triterpenos (Prueba de Liebermann-Burchard): a los viales con los
extractos H-Hex y H-MeOH se les pipeteo ImL de (C4sHe¢O3) y ImL de
cloroformo (CHCI3) con volumen igual, se deja enfriar a 0°C en bafio de hielo y
por las paredes se agrega 1 gota de (H2SOs4) se enfria nuevamente a 0°C. El
resultado es positivo para esteroides cuando se observa coloracion verdeazulada

y positivo para triterpenos cuando la coloracidn es rojo-naranja.

Cumarinas: a los viales con los extractos H-Hex y H-MeOH se les pipetearon
SmL de agua destilada y se cubri6 con papel filtro humedecido con NaOH al 10%
sujetando el papel con una banda eléstica posteriormente se deja en bafio maria
durante 5 minutos, se deja enfriar y se retira el papel filtro para observarse con
luz UV. el resultado es positivo cuando la fluorescencia en el papel filtro es de

color verde, amarilla o rosa.
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6.7 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS
6.7.1 Disolucion de los extractos

Procedimiento realizado para seleccionar la disolucion mas efectiva al mezclar los
nueve extractos con las soluciones hasta que sus particulas queden mezcladas e

incorporadas con la solucion.
6.7.1.2 Principio para la disolucion de los extractos

Determinacion de las soluciones ideales para lograr la disolucion de los nueve
extractos, utilizando inicialmente ddH»O, etanol al 99%, y Tween 20 a distintas

concentraciones. Se determind que el Tween 20 al 0.01% presentd mejor disolucion.
6.7.1.3 Procedimiento para la dislucion de los extractos

Para lograr la dislucion de los extractos, se realizaron pruebas de solubilidad de las
distintas partes vegetales, con los siguientes diluyentes: ddH»O, etanol al 99%, y Tween
20, se pesaron y vertieron 100mg de cada uno de los nueve extractos por separado en
crioviales y se almacen6é ImL de cada diluyente y se determind como mejor diluyente:
Tween 20 a la concentracion al 0.01%: 3mL Tween 20 /30mL de ddH»0. Las disoluciones
a utilizar se observan en la Tabla en la que se pesaron 300mg de cada uno de los extractos
y se vertieron 10mL de tween 20 concentracion 0.01% respectivamente (tabla 3). Partes
de A. denticulata F: fruto, H: hexano, T: tallo y solventes Hex: hexano, AcoET: acetato

de etilo y MeOH: metanol

Tabla 3. Disolucion de los extractos a utilizar para las pruebas microbioldgicas

disolucidon de Extractos \
F 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
F 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
F 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
H 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
H 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
H 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
T 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
T 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
T 300mg/10mL Tween 20 al 0.01%
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6.7.2 Condiciones de cultivo para las pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana.

Las bacterias seleccionadas para la realizacion del experimento incluyeron cepas
representativas de la placa dentobacteriana: colonizadoras tempranas, colonizadoras
puente y colonizadoras tardias, con excepcion de S. mutans, que se incluyd por ser una

cepa resistente, colonizadora primaria con propiedades de adhesion al dienten (figura 5).

Figura 5. Cepas bacterianas y referencias de ATCC.

Cepas bacterianas y referencias de ATCC.

Streptococcus mutans 25175

Streptococcus sanguinis

Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum 25566

Parvimonas micra 33270
Aggregatibacter actynomicetemcomitans stp. b 43718
Capnocytophaga gingivalis 33674

Prevotella intermedia 25611

Subsp.: subespecie; stp.: serotipo; ATCC (American Type Culture
Collection), Rockville, MD.

El medio de cultivo fue determinado de acuerdo con el requerimiento de cada cepa
seleccionada para logar el crecimiento bacteriano mas favorecedor, las condiciones fueron
de anaerobiosis con inclusion de CO? para las especies capnofilicas, la temperatura se
mantuvo en un rango de 35-35.5°C, con humedad del 10%, para su propagacién en los

tiempos de incubacion establecidos para cada experimento.
6.7.2.1 Principio para las condiciones de cultivo

Las cepas fueron rehidratadas en caldo de Infusion Cerebro Corazon (ICC) y cultivadas
en agar enriquecido (17g - Tripticaseina agar base, Sml - solucion stock de Hemina, 500ml

- agua destilada UV/UF, 25ml -sangre de carnero desfibrinada y Sml - las especies que lo
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requirieran con vitamina K) fueron incubadas de 3 a 7 dias dentro de una camara de
anaerobiosis con ambiente de 80% - N2, 10% CO? y 10% H. Las cepa que se mencionan
a continuacion fueron sembradas en medios suplementados: P. gingivalis y P. intermedia
agar y caldo (ICC) enriquecidos con Vitamina K y; C. gingivalis: agar y caldo ICC

enriquecidos en la superficie con 0.5ml de formato (60mg/ml) - fumarato (60mg/ml).
6.7.2.2 Procedimiento para las condiciones de cultivo

Las cepas se descongelaron de manera estéril en el cuarto de microbiologia. Con un
mechero, un asa bacteriologica esterilizada en el fuego previamente, se realizd el
sembrado en estria triple, se etiquetaron las cajas y se agruparon con cinta adherente para
después llevarse a la cdmara de anaerobiosis. Posterior al cultivo se verificaron purezas
de morfologia de colonia con ayuda del estereomicroscopio y posteriormente con
microscopio Optico la morfologia bacteriana de acuerdo con la cepa correspondiente,
seguido de un proceso de transferencia este proceso se realizd por duplicado para

garantizar la viabilidad y descartar la contaminacion del cultivo.

El crecimiento después de 3 a 7 dias del cultivo fue recolectado y colocado en tubos
para micro centrifugacion de 15mL que contenian 10mL de medio de cultivo DMSO
enriquecido con Glucosa. Las células fueron resuspendidas para lograr OD1 a longitud de

onda de 600nm 1 (OD1=10° células), para ser almacenadas a -78°C hasta su uso.
6.7.3 Prueba de toxicidad para Tween 20

Prueba realizada para observar el efecto que provca el disolvente Tween 20 a la
concentracion de 0.01% frente a la cepa S. sanguinis, evaluando de esta forma que el

efecto que provoque sobre la cepa sea por los extractos y no por el disolvente.
6.7.3.1 Principio para las prueba de toxicidad

Se realizaron diluciones seriadas con tween al 0.01%, obteniendo en total 10 diluciones
de 30-0.05mg/mL, la cepa S. sanguinis (ATCC: 10556) se ajusto con 10® células

bacterianas, determinadas por OD1 a 600nm.
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6.7.3.2 Procedimiento para las prueba de toxicidad

Se colocaron 100ul de cada una de las diluciones 30-0.05mg/mL, obtenidas de la
dilucion seriada de Tween 20 y 100ul de bacteria en cada uno de los pozos, la prueba se
realiz6 por triplicado, para el control positivo (+) se pipetearon 100ul de bacteria 'y 100ul
de caldo, para el control negativo (-) 100ul de bacteria y 100ul de amoxicilina
concentracion 1mg/mL y como controles alternos 200 pl de caldo y 200 pl de Tween 20
como se muestra en la (figura 6) posteriormente se incubaron en camara de anaerobiosis
durante 36h, se colocaron a 160 rpm en una plataforma de agitacion, selladas con Parafilm
y cubiertas con plastico adherente, al concluir el tiempo de incubacidn, se retiraron las
placas de 96 pozos de la cidmara de anaerobiosis y se midieron con ayuda del
espectrofotometro, se utilizaron 90ul de TE y 10ul de cada pozo para realizar diluciones
1:10 que posteriormente fueron ajustadas para el analisis de los datos. Los resultaron se

capturaron en una base de datos de Excel 2018.

Figura 6. Representacion de las prueba de toxicidad con Tween 20.

30mg/mL | 15mg/mL | 7.5mg/mL | 3.75mg/mL | 1.87mg/mL | 0.93mg/mL | 0.46mg/mL | 0.23mg/mL | 0.11mg/mL | 0.05mg/mL | (+) Q]

@ O (@] (©] @ (@] o (@] (@) © (& @

Tween 20

0.01% Tween | Caldo

Q= BET A% >

La prueba de toxicidad con tween 20 (0.01%) se realizdé en 10 concentraciones de 30-
0.05mg/mL, los circulos azules representan cada dilucion de tween con 100ul mas 100ul de
bacteria (S. sanguinis 10%), el control positivo (+) con 100ul caldo ICC y 100ul de bacteria
(S. sanguinis 10®), el control negativo (-) con 100p de amoxicilina y 1001 de bacteria y como
controles negativos alternos 200ul Tween y 200ul caldo respectivamente.

El procedimiento de cultivo bacteriano para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC’s), incluy6 el sembrado del contenido de cada pozo, perteneciente a cada
dilucion del extracto. Se utilizaron tubos de microcentrifugacion de 1.5 pl, previamente
esterilizados en un entrecruzador de rayos UV, a los cuales se les colocd 90ul de caldo
Infusion Cerebro-Corazéon y 10ul del contenido del crecimiento de cada pozo. El

contenido fue vertido en cajas petri que contenian medio de cultivo agar enriquecido (17g
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- Tripticaseina agar base, Sml - solucion stock de Hemina, 500ml - agua destilada UV/UF,
5ml - vitamina K (especies que lo requirieran), 25ml - sangre de carnero desfibrinada), se
sembro6 en técnica de estriado cruzado (césped), con un asa bacteriologica esterilizada en
fuego. Se incubaron las placas en la camara de anaerobiosis por 7 dias y posteriormente
fueron observadas con un estereomicroscopio, con el cual se realizo la identificacion

fenotipica y el conteo de UFC’s, por medio de un equipo manual de cuenta colonias.
6.7.4 Prueba piloto

El proposito de realizar una prueba piloto fue el de seleccionar qué extractos mostraban
mayor efecto antimicrobiano contra la cepa bacteriana S. mutans, para el posterior
desarrollo de pruebas de susceptibilidad de micro diluciéon en caldo, con el total de las

cepas seleccionadas para el presente estudio.
6.7.4.1 Principio de la prueba piloto

Se realiz6 una prueba piloto en la cual previamente se esterilizo por microfiltracién con
jeringa y filtro con poro de 0.2um cada uno de los nueve extractos, posteriormente fue
seleccionada y utilizada la diluciéon maxima (30mg/mL) contra la cepa S. mutans (cepa
control resistente) ajustada 10® células bacterianas, determinadas por OD1 600nm en

espectrofotometro.
6.7.4.2 Procedimiento de la prueba piloto.

La prueba piloto se realiz6 utilizando la cepa S. mutans (ATCC: 25175) y los nueve
extractos obtenidos de A. denticulata: F-Hex: fruto hexano, F-AcoEt: fruto acetato, F-
MeOH: fruto metanol, H-Hex: hoja hexano, H-AcoEt: hoja acetato, H-MeOH: hoja
metanol y T-Hex: tallo hexano, T-AcoEt: tallo acetato y T-MeOH: tallo metanol.

Se colocaron 100ul de cada uno de los extractos F-Hex, F-AcoEt, F-MeOH, H-Hex,
H-AcoEt, H-MeOH, T-Hex, T-AcoEty T-MeOH y 100 pul de bacteria en cada uno de los
pozos. Los ensayos se realizaron por triplicado, para el control positivo (+) se pipetearon
100pl de bacteria y 100ul de caldo, para el control negativo (-) 100ul de bacteria 'y 100ul

de amoxicilina concentracion 1mg/mL y como controles alternos negativos 200 pl de
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caldo y 200 pl de Tween 20 (0.01%) como se muestra en la (figura 7). Posteriormente se
incubaron en la cdmara de anaerobiosis durante 36h, se colocaron a 160 rpm en una
plataforma de agitacion selladas con Parafilm y cubiertas con plastico adherente, al
concluir el tiempo de incubacion, se retiraron las placas de 96 pozos de la cdmara de
anaerobiosis y se midieron con ayuda del espectrofotometro, se utilizaron 90ul de TE y
10ul de cada pozo para realizar diluciones 1:10 que posteriormente fueron ajustadas para

el andlisis de los datos. Los resultaron se capturaron en una base de datos de Excel 2018.

El procedimiento de cultivo bacteriano para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC’s), incluy6 el sembrado del contenido de cada pozo, perteneciente a cada
dilucion del extracto. Se utilizaron tubos de microcentrifugacion de 1.5 pl, previamente
esterilizados en un entrecruzador de rayos UV, a los cuales se les colocd 90ul de caldo
Infusion Cerebro-Corazon y 10ul del contenido del crecimiento de cada pozo. El
contenido fue vertido en cajas petri que contenian medio de cultivo agar enriquecido (17g
- Tripticaseina agar base, Sml - solucion stock de Hemina, 500ml - agua destilada UV/UF,
5ml - vitamina K (especies que lo requirieran), 25ml - sangre de carnero desfibrinada), se
sembro6 en técnica de estriado cruzado (césped), con un asa bacteriologica esterilizada en
fuego. Se incubaron las placas en la camara de anaerobiosis por 7 dias y posteriormente
fueron observadas con un estereomicroscopio, con el cual se realizo la identificacion

fenotipica y el conteo de UFC's, por medio de un equipo manual de cuenta colonias.

Figura 7. Representacion de la Prueba Piloto con S. mutans.

30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL | 30mg/mL (&) )
N riex | @ | @ [ ) [ ) [ ] [ ) [ ) [ ) [ ) [ ) CEC
;Y F-AcoEt | @
(d F-McOH| @
] H-Hex o o [ ] [ ] [ ) o @ o [ ) L J
il H-AcoEt o
i3l H-MeOH o Tween | Caldo
duit: | @ | @ | @ [ o ® o ® [ ) ® o e
1] H-AcoEt [ )
§H-McOH| @

La prueba piloto evalué los 9 extractos de A. denticulata, en la concentracion maxima de 30mg/mL,
en rojo se representa el fruto, en verde la hoja y en café el tallo, cada pozo contenia 100ul del
extracto y 100ul de bacteria (S. mutans10®), el control positivo (+) con 100pul caldo ICC y 100ul
de bacteria (S. mutans 10%), el control negativo (-) con 100u de amoxicilina y 100ul de bacteria y
como controles negativos alternos 200ul Tween y 200ul caldo respectivamente.
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Con los resultados de la prueba piloto, se determind que las concentracion maxima a
evaluar era la adecuada. Ademdas de que los extractos con mayor efectividad
antimicrobiana fueron Hoja-Hexano y Hoja-Metanol, de los cuales se procedi6 a realizar
las pruebas de susceptibilidad en es resto de las cepas seleccionadas para el presente

estudio.
6.7.5 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

La prueba de sensibilidad antimicrobiana se realizd para observar y detectar la
resistencia o susceptibilidad de las cepas frente a distintas concentraciones de los extractos
de la especie 4. denticulata. En la prueba piloto in vitro descrita anteriormente, determind
que los extractos H-Hex y H- MeOH presentaban mejor efectividad, con lo que se decide
probar al resto de las especies, corroborado con los resultados de la TLC y pruebas

fitoquimicas preliminares.
6.7.5.1 Principio de susceptibilidad

Se realizo6 la dilucion seriada de cada uno de los extractos H-Hex y H-MeOH de A4.
denticulata, se obtuvieron un total de 10 diluciones 30, 15, 7.5, 3.75,1.87,0.93, 0.46, 0.23,
0.11 y 0.05ng/ul y se probaron contra las 10 cepas seleccionadas utilizando el método de

micro dilucion en caldo.
6.7.5.2 Procedimiento de susceptibilidad

Se colocaron 100pl de cada una de las diluciones 30-0.05mg/mL, obtenidas de los
extractos H-Hex y H-MeOH y 100pul de bacteria en cada uno de los pozos, los ensayos se
realizaron por triplicado, para el control positivo (+) se pipetearon 100ul de cada bacteria
(10%) y 100ul de caldo, para el control negativo (-) 100ul de cada bacteria (10%) y 100ul
de amoxicilina concentracion 1mg/mL y como controles alternos negativos 200 pl de
caldo y 200 pl de Tween 20 como se muestra en la (figura 8). Posteriormente se incubaron
en la camara de anaerobiosis durante 36h, se colocaron a 160 rpm en una plataforma de
agitacion selladas con Parafilm y cubiertas con plastico adherente, al concluir el tiempo
de incubacion, se retiraron las placas de 96 pozos de la cdmara de anaerobiosis y se

midieron con ayuda del espectrofotometro, se utilizaron 90ul de TE y 10ul de cada pozo
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para realizar diluciones 1:10 que posteriormente fueron ajustadas para el analisis de los

datos. Los resultaron se capturaron en una base de datos de Excel 2018.

El procedimiento de cultivo bacteriano para determinar unidades formadoras de
colonias (UFC’s), incluy6 el sembrado del contenido de cada pozo, perteneciente a cada
dilucion del extracto. Se utilizaron tubos de microcentrifugacion de 1.5 pl, previamente
esterilizados en un entrecruzador de rayos UV, a los cuales se les colocd 90ul de caldo
Infusion Cerebro-Corazéon y 10ul del contenido del crecimiento de cada pozo. El
contenido fue vertido en cajas petri que contenian medio de cultivo agar enriquecido (17g
- Tripticaseina agar base, Sml - solucion stock de Hemina, 500ml - agua destilada UV/UF,
5ml - vitamina K (especies que lo requirieran), 25ml - sangre de carnero desfibrinada), se
sembro6 en técnica de estriado cruzado (césped), con un asa bacteriologica esterilizada en
fuego. Se incubaron las placas en la camara de anaerobiosis por 7 dias y posteriormente
fueron observadas con un estereomicroscopio, con el cual se realizod la identificacion

fenotipica y el conteo de UFC's, por medio de un equipo manual de cuenta colonias..

Figura 8. Representacion de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

30mg/mL | 15mg/mL | 7.5mg/mL | 3.75mg/mL | 1.87mg/mL | 0.93mg/mL | 0.46mg/mL | 0.23mg/mL | 0.11mg/mL | 0.05mg/mL | (+) -)

H-Hex

Tween | Caldo

H-MeOH

Q= EYO®E >

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana H-Hex: hoja hexano y H-MeOH: hoja metanol de
A. denticulata, 100pul de cada una de las diluciones 30-0.05mg/mL y 100pl de cada bacteria
(108), el control positivo (+) con 100ul caldo ICC y 100ul de cada bacteria (10%), el control
negativo (-) con 100u de amoxicilina y 100ul de bacteria y como controles negativos alternos
200ul Tween y 200ul caldo respectivamente.
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6.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la lectura de medicion en espectrofotdmetro de las mediciones
de absorbancia a 600nm, se almacenaron en una base de datos en Excel version window
8. Cada una de las lecturas se determinaron con diluciones 1:10 que posteriormente fueron
ajustadas con la  formula  CI1VI1:C2C2*(Dilucidén)  convertida  como:
C2=(C1*V1)/(V2)*10. Ademas, se resto la densidad del extracto a cada una de las lecturas

en las diluciones correspondientes.

Cada cepa se evalu6 por triplicado en las 10 concentraciones de (30 a 0.05 mg/mL),
dando como resultado un total de 10 mediciones por cepa, promediadas entre los
triplicados. En el estudio se obtuvieron en total 300 mediciones de ODI1, de las cuales 30
pertenecen a cada cepa evaluada, las cuales fueron promediadas por triplicado en cada una

de las concentraciones, dando una N total de 100.

Se gener6 una base de exportacion para el andlisis de datos en SPSS version 15,
utilizando para el andlisis la prueba paramétrica T de Student para muestras relacionadas,
donde se compararon las densidades Opticas a 600nm de los controles positivos
bacterianos por triplicado, contra cada concentracion de los extractos. Se realizé un ajuste
de comparaciones multiples para eliminar posibles falsos positivos por el N de muestras

evaluadas.
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VII. RESULTADOS

7.1 Pruebas fitoquimicas

En los resultados obtenidos con la TLC realizada en las placas de silica se rastrearon 7
compuestos en el extracto 1 (Hoja-Hex) y en el extracto 2 (Hoja- MeOH) 6 compuestos

que se pueden observar representados en la Figura 9.

Los resultados de las pruebas fitoquimicas preliminares para el extracto H-Hex
determinaron la presencia de 5 grupos de metabolitos secundarios descritos en la Tabla 4
entre los que se encuentran; las saponinas esteroidales y triterpenicas, los taninos y OH
fenolicos, las antraquinonas, los esteroides y triterpenos y las cumarinas. Y para el extracto
H-MeOH se observo la presencia 6 metabolitos secundarios; las saponinas, los taninos y
OH fendlicos, los flavonoides y los esteroides y triterpenos. Los resultados obtenidos con
la evaluacion fitoquimica determinaron los extractos a utilizar para la evaluacion

antimicrobiana in-vitro contra las 10 cepas bacterianas previamente seleccionadas.

Figura 9. Representacion de los compuestos quimicos rastreados con TLC.

1. H-Hex 2. H-MeOH

BRI T IR A IRUIN RTE ICRR A

7 compuestos 6 compuestos

En la imagen se observan los compuestos quimicos rastreados con la cromatografia de
capa fina TLC en placa de silica de 5x5cm, los extractos H-Hex (hoja hexano) y H-
MeOH (hoja metanol) fueron sembrados por cuadriplicado y se corrid con 4 reveladores
HI1 (sulfato sérico), H2 (acido sulfurico), H3 (vainillina) y H4 (draggo 6 draguendofY).
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Tabla 4. Pruebas Fitoquimicas Preliminares

H-Hex H-MeOH

Grupo de metabolitos secundarios
D 6O 06

Alcaloides

Saponinas

Saponinas esteroidales y triterpenoides

Taninos y OH fendlicos
antraquinonas

Flavonoides

Chalconas y Auronas

Esteroides y triterpenos

Cumarinas

En la tabla 4 se observa la presencia de metabolitos secundarios en los extractos H-Hex
y H-MeOH, el resultado es positivo (+) para saponinas, saponinas esteroidales y
triterpenoides, taninos y OH fendlicos, antraquinonas, flavonoides, esteroides y
triterpenos y cumarinas.

7.2 Pruebas Microbiologicas
7.2.1 Resultados de la prueba de toxicidad

Con tween 20 concentracion 0.01% contra la cepa S. sanguinis se determind que existe
inhibicion de la cepa en las concentraciones 1.87, 0.98, 0.46, 0.11 y 0.05mg/mL la tltima
concentracion, con inhibicion del 45.4% resultado corroborado con el conteo de UFC's,
sin embargo no se observo actividad bactericida en el UFC’s por lo cual se decidi6 utilizar
tween 20 concentracion 0.01% como disolvente a las concentraciones mencionadas. En la
figura 10 se representan las 10 concentraciones obtenidas con tween 20 (30-0.05mg/mL)
contra la cepa S. sanguinis, cada una de las concentraciones se compard con el control
positivo bacteriano, determinando que reduce el crecimiento de la cepa sin embargo no se

observa actividad bactericida.
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Figura 10. Resultados de Prueba de toxicidad de Tween con S. sanguinis.
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mg/mL

En la figura 10 tween 20 (0.01%) concentraciones de (30-0.05mg/mL) contra la cepa S.
sanguinis, ese aprecia el crecimiento de la cepa con el control positivo (+) determinando
que existe crecimiento de la bacteria en todas las concentraciones.

7.3 Resultados de la Prueba piloto

Con los resultados obtenidos de la prueba piloto, en la que se evaluaron los 9 extractos
de A. denticulata en la concentracion méaxima (30mg/mL) contra la cepa S. mutans, se
determind mayor efectividad con los extractos F-Hex, F-AcoEt, F-MeOH, H-Hex, H-
AcoEt, H-MeOH y T-Hex, T-AcoEt y T-MeOH. Se decidio seleccionar dos extractos para
las pruebas posteriores, respaldando esta decision con lo observado en la TLC en la cual
se aprecia mayor cantidad de compuestos quimicos esto en comparacion con el resto de
los extractos. Y los resultados positivos obtenidos durante las pruebas fitoquimicas

preliminares para distintos metabolitos secundarios descritos en la tabla 4.
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Figura 11. Prueba piloto extractos de A. denticulata contra S. mutans
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En la figura 11 se representan en barras de color rojo los extractos de 4. denticulata: F-
Hex fruto hexano, F-AcoEt fruto acetato de etilo, F-MeOH fruto metanol, en barras de
color verde H-Hex Hoja hexano, H-AcoEt hoja acetato de etilo, H- MeOH hoja metanol
y en barras de color café T-Hex Tallo hexano, T-AcoEt Tallo acetato de etilo, T-MeOH
Tallo metanol concentraciéon 30mg/mL contra la cepa (S. mutans 10%) se compara contra
el crecimiento de la cepa con el control positivo (+) determinando que existe crecimiento
de la bacteria en todas los extractos.

7.4 Resultados de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Con los resultados observados durante las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
fueron identificas las bacterias mas susceptibles a los extractos H-Hex y H-MeOH, Se
determind como Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para ambos extractos
(15mg/mL) y se realizaron comparaciones pareadas con la prueba T de Student de los
controles positivos bacterianos (media por triplicado) contra cada una de las
concentraciones de los extractos de 30 a 0.05mg/mL (media por triplicado). En la tabla 5
se describen las significancias obtenidas a partir de las comparaciones con la prueba T de
Student y el ajuste de comparaciones multiples representado en color rojo ***p<0.001,

color naranja **p<0.01 y color verde *p<0.05
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Las cepas que no muestran significancia estadistica a partir de 15mg/mL en el extracto
H-Hex son: (1) para S. mutans, (2) S. sanguinis, sin embargo en los resultados del extracto
H-MeOH en la columna con el codigo (1) se aprecia a S. mutans con ***p<0.001 en las
concentraciones de 0.46-0.05mg/mL y *p<0.05 en la concentracion 7.5mg/mL, en la
columna con el cédigo (2) se aprecia a S. sanguinis con una *p<0.05 en la concentracion
0.46mg/mL, en la columna con el codigo (3) asignado a la cepa A. viscosus se aprecia
una ***p<0.001 en la concentracion de 3.75mg/mL y *p<0.05 en la columna (4) asignada

para V. parvula se aprecia una *p<0.05 en la concentraciéon menor de 0.05mg/mL

Tabla 5. Resultados de la Prueba T de Student para muestras relacionadas.

H-Hex/cepa 1) 2 Q@ @D S © 7D 6 O ao
Control - 0.05 mg/mL | 0.05 0.01|0.02 10.00 | 0.01 | 0.01 | 0.01 |0.01 | 0.00 | 0.01
Control - 0.11 mg/mL | 0.47 [0.03]0.52|0.03 [0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02
Control - 0.23 mg/mL | 0.03 0.01|0.25 1 0.00 | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 0.00  0.00 | 0.02

Control - 0.46 mg/mL | 0.05 | 0.260.12 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02
Control - 0.93 mg/mL | 0.09 |0.830.12 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.00 | 0.02
Control - 1.87 mg/mL | 0.02 | 0.02 [ 0.00 | 0.04 | 0.02 1 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Control - 3.75 mg/mL | 0.01 | 0.01 [J0:008 0.34 0.03 | 0.00 0.00 | 0.01

Control - 7.5 mg/mL 0.02 10.56 (0.00 | 0.24 | 0.00 | 0.02 | 0.00 0.00  0.00

Control - 15 mg/mL 0.09 [0.490.00(0.14 | 0.00 | 0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Control - 30 mg/mL 0.06 |0.400.00 | 0.01 0.00 | 0.01|0.03 | 0.01]0.02
H-MeOH/cepa Hm @A @D G D G O da0g
Control - 0.05 mg/mL | 0.18 1 0.06 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.00
Control - 0.11 mg/mL | 0.18 1 0.06 | 0.01 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.00 | 0.00

Control - 0.23 mg/mL | 0.16 |1 0.01 | 0.03 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Control - 0.46 mg/mL 0.00 | 0.01 | 0.02 | 0.00 | 0.02 0.01 1 0.00 | 0.00
Control - 0.93 mg/mL. | 0.07 [0.18]|0.05|0.03 |0.00 0.02 |0.00 | 0.01 { 0.01 | 0.01
Control - 1.87 mg/mL. | 0.09 [0.32|0.04|0.12 1 0.00 | 0.07 | 0.01 [ 0.01 | 0.03 | 0.06
Control -3.7S mg/mL. | 0.01 [0.45 |- 0.05 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00  0.01
Control - 7.5 mg/mL 0.00 | 0.27 [0.00 | 0.05 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00  0.01
Control - 15 mg/mL 0.01 ]0.08(0.040.04 0.00 | 0.00 H 0.00 | 0.01
Control - 30 mg/mL 0.04 10.46(0.12{0.11 [{0.00 | 0.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02

Ajuste general (10)
*0.05 0.00507
*%0.01 0.00100

0001 0.00010

En la tabla 5 se observan las significancias obtenidas con la prueba T de Student, el codigo de los
extractos es H-Hex (hoja hexano) y H-MeOH (hoja metanol) y para las cepas los nimeros: (1) para
S. mutans, (2) S. sanguinis, (3) A. viscosus, (4) V. parvula, (5) F. nucleatum subsp. nucleatum, (6)
P. micra, (7) A. actinomycetemcomitans stp. b, (8) C. gingivalis, (9) P. intermedia y (10) P.
gingivalis. Con ajuste de comparaciones multiples, el color rojo representa una ***p<(.001,
naranja **p<0.01 y verde *p<0.05.
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Los resultados del UFC’s son descritos en la tabla 6, corroboran los resultados
obtenidos en la prueba estadistica T de Student para obtener estos resultados se cultivo y
sembro una muestra de cada una de las diluciones evaluadas con las distintas cepas se dejo
incubar durante 7 dias y concluido el tiempo se realizo el conteo, en la tabla 6 se aprecian
las cepas en las que no se observé actividad bactericida en a partir de la CMI 15mg/mL
con el extracto H-Hex fueron: S. mutans, A. viscosus y A. actinomycetemcomitans stp. b,

mientras que para el extracto H-MeOH fue Uinicamente: V. parvula.

Tabla 6. Conteo de unidades Formadoras de Colonia UFC’s

Cepa-H-Hexmg/mL. 30 15 7.5 3.75 1.87 0.93 0.46 0.23 0.11 0.05
Smuans R
|S. sanguinis 0 |+ | + 1 0] o] o060 10]|++ |+
‘A. viscosus 1480 ++ |2210)2180|2080|25802690|2530] 120 | 2310
V. parvula 0 0 0 | + | + |+ |+ |+ |+ |+
‘F. nucleatum subsp nuc. QYR 0 0 0 30 | 560 | 240 | 720 | ++
P. micra 0 0 0 40 | 17 | ++ | ++ | ++ ) |
4. a. stp. b 20 [1o10) +— [+ =+ | =+ | = | = | =+ | ~
C. gingivalis 0 0 830 | ++ | ++ | ++ |+ | | |
| P. intermedia 0l oo o |+ |+ |++]++]+]|+
P. gingivalis 0 0 ++ | =+ )
Cepa- H-MeOHmg/mL. 30 15 7.5 3.75 1.87 093 0.46 0.23 0.11 0.05
‘S. mutans sl Rand hand Rand Baas B B 0 10 0

S. sanguinis o+ A ] 0 0|+ o0

‘A. viscosus 0 0 ++ | =+ |+ ]
V. parvula +++ 2540 ++ | ++ | ++ [1490] 1220] 950 | 1620] 750

‘F. nuc. subsp nuc

P. micra

\A. a.stpb

C. gingivalis

‘ P. intermedia

P. gingivalis

650 | ++ | ++ | ++ 1890} ++ | ++ | ++ | ++
el B B N B B B B
0 0 0 | + | + | + |+ | ++ | ++
0 | ++ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

(=R KN E—N E—N E—N §—}

tabla 6. Describe el crecimiento de Unidades Formadoras de colonias (UFC’s), en las 10 cepas
evaluadas, los dos extractos H-Hex y H-MeOH en las diez concentraciones de (0.05 a
30mg/mL) el crecimiento negativo (-) se muestra en 0, el crecimiento bajo se muestra en (+),
el crecimiento medio (++) y el crecimiento alto (+++).
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En la figura 12 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color café oscuro y H- MeOH en barras de color café claro contra la
cepa S. mutans para determinar la inhibicion bacteriana de las 10 concentraciones de
ambos extractos que van de 0.05 a 30mg/mL comparadas contra el control de crecimiento
positivo bacteriano. Se determina como concentracion minima inhibitoria 15mg/mL para
ambos extractos, con el extracto H- Hex se aprecia en la grafica inhibicion a partir de la
concentracion 30 sin embargo en la prueba estadistica no se observan significancias en
dicha cepa S. mutans, UFC’s en el conteo de unidades formadoras de colonia no se observa
actividad bactericida, pero se puede apreciar actividad bacteriostatica en el total de las
concentraciones resultado descrito en la (tabla 6). Sin embargo con el extracto H-MeOH
se puede apreciar susceptibilidad en la cepa S. mutans en las 10 concentraciones, al
realizar la prueba estadistica T-student y el ajuste de comparaciones multiples descrita en
la (tabla 5) se observo significancia de ***p< 0.001 en las concentraciones 0.46, 0.23,
0.11 y 0.05mg/mL y *p< 0.05 en 7.5mg/mL, los resultados obtenidos fueron corroborados
con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los cuales se muestra control
de crecimiento negativo en las concentraciones de 0.46, 0.23 y 0.05mg/mL resultado

descrito en la (tabla 6).

Figura 12. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en S. mutans.
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El extracto H-MeOH mostro significancia de ***p< 0.001 concentraciones 0.46, 0.23, 0.11 y
0.05mg/mL contra S. mutans (tabla 5), resultados corroborados con el UFC’s conteo de unidades
formadoras de colonias en los cuales se muestra control de crecimiento negativo (tabla 6).
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En la figura 13 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color amarillo oscuro y H- MeOH en barras de color amarillo claro
contra la cepa S. sanguinis, para determinar la inhibicion bacteriana de las 10
concentraciones de ambos extractos que van de 0.05 a 30mg/mL comparadas contra el
control de crecimiento positivo bacteriano. Se determina como concentracion minima
inhibitoria 15mg/mL para ambos extractos sin embargo con el extracto H-Hex se puede
apreciar susceptibilidad en la cepa S. sanguinis en las 10 concentraciones, al realizar la
prueba estadistica T-student y el ajuste de comparaciones multiples descrita en la (tabla
5), no se aprecian significancias estadisticas, los resultados obtenidos fueron corroborados
con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los cuales se muestra control
de crecimiento negativo en las concentraciones de 30, 3.75, 1.87 y 0.93mg/mL resultado
descrito en la (tabla 6). Con el extracto H-MeOH no se aprecia en la grafica inhibicién en
el total de las concentraciones, con la prueba estadistica T-Student, no se observan
significancias en dicha cepa S. sanguinis, y en el UFC’s no se observa actividad
bactericida en las concentraciones 0.46, 0.23 y 0.05mg/mL y actividad bacteriostatica a
partir de la concentracion maxima de 30mg/mL.

Figura 13. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en S. sanguinis.
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La cepa S. sanguinis mostr6 significancia de *p<0.05 con el extracto H-Hex se observo en la
concentracion: 7.5mg/mL. (tabla 5) Los resultados obtenidos fueron corroborados con el UFC’s
conteo de unidades formadoras de colonias en los cuales se muestra control de crecimiento
negativo (tabla 6).
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En la figura 14 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color azul oscuro y H- MeOH en barras de color azul claro contra la
cepa A. viscosus para determinar la inhibicion bacteriana de las 10 concentraciones de
ambos extractos que van de 0.05 a 30mg/mL comparadas contra el control de crecimiento
positivo bacteriano. Se determina como concentracion minima inhibitoria 15mg/mL para
el extracto H-Hex, se puede apreciar susceptibilidad en la cepa A. viscosus en las 10
concentraciones, al realizar la prueba estadistica T-student y el ajuste de comparaciones
multiples descrita en la (tabla 5) se observo significancia de ***p< 0.001 en la
concentracion 3.75mg/mL y ***p< 0.05 en 7.5mg/mL, los resultados obtenidos fueron
corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los cuales se no
muestra control de crecimiento negativo sin embargo se observa actividad bactericida
resultado descrito en la (tabla 6). Con el extracto H- MeOHex se aprecia en la grafica
inhibicion a partir de la concentracion maxima de 30mg/mL sin embargo en la prueba
estadistica se observan significancias ***p< 0.001 en la concentracion 3.75mg/mL, en el
UFC'’s contero de unidades formadoras de colonia se observa actividad bactericida en las
concnetraciones de 30 y 15mg/mL y se aprecia actividad bacteriostatica en el resto de las

concentraciones resultado descrito en la (tabla 6).

Figura 14. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en A. viscosus.

M H-Hex A. viscosus

H-MeOH A. viscosus
n=30

0OD1 (x10° células bacterianas)

(=]
[
o

0.00
Control (+)  0.05 0.11 0.23 0.46 0.93 1.87 3.75 7.5 15 30

mg/mL
La cepa A. viscosus mostro significancia de ***p<0.001 con el extracto H-Hex en la
concentracion: 3.75mg/mL y el extracto H-MeOH en: 3.75mg/mL. (tabla 5) Los resultados
obtenidos fueron corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los
cuales se muestra control de crecimiento negativo (tabla 6).
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En la figura 15 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color morado oscuro y H- MeOH en barras de color morado claro
contra la cepa V. parvula para determinar la inhibicion bacteriana de las 10
concentraciones de ambos extractos que van de 0.05 a 30mg/mL comparadas contra el
control de crecimiento positivo bacteriano. Se determina como concentracion minima
inhibitoria 15mg/mL para ambos extractos sin embargo con el extracto H-Hex se puede
apreciar susceptibilidad en la cepa V. parvula, al realizar la prueba estadistica T-student y
el ajuste de comparaciones multiples descrito en la (tabla 5) se observo **p< 0.01 en las
concentraciones 0.46 y 0.23mg/mL y *p< 0.05 en 0.05mg/mL, los resultados obtenidos
fueron corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los
cuales se muestra control de crecimiento negativo en las concentraciones de 30, 15 y
7.5mg/mL resultado descrito en la (tabla 6). Con el extracto H- MeOH se aprecia
inhibicion a partir de la concentracion 30 sin embargo en la prueba estadistica se observan
significancias de *p< 0.05 en 0.05mg/mL y en el UFC’s contero de unidades formadoras
de colonia no se observa actividad bactericida, pero si se puede apreciar actividad
bacteriostatica en el total de las concentraciones resultado descrito en la tabla 6.

Figura 15. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en V. parvula.
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La cepa V. parvula mostro6 diferencias significativas de **p<0.01 con el extracto H-Hex en
las concentraciones: 0.46 y 0.23mg/mL. (tabla 5) Los resultados obtenidos fueron
corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los cuales se
muestra control de crecimiento negativo (tabla 6).
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La figura 16 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color naranja oscuro y H- MeOH en barras de color naranja claro
contra la cepa F. nucleatum subsp. nucleatum para determinar la inhibicion bacteriana en
las concentraciones de 0.05 a 30mg/mL comparadas con el control de crecimiento positivo
bacteriano. Se determiné como concentracién minima inhibitoria 15mg/mL para ambos
extractos sin embargo con el extracto H-Hex se aprecia susceptibilidad en la cepa F.
nucleatum subsp. nucleatum en las 10 concentraciones, con la prueba estadistica T-
Student y el ajuste de comparaciones multiples (tabla 5) se observd significancia de
*#%p<0.001 en las concentraciones 15, 3.75, 1.87, 0.93, 0.46 mg/mL, **p< 0.01 en 30,
15, 7.5 y 0.23 mg/mL, *p< 0.05 en la concentracion de 0.11mg/mL. Los resultados se
corroboraron con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias apreciando control
de crecimiento negativo en las concentraciones 15, 7.5, 3.75 y 1.87mg/mL resultado
descrito en la (tabla 6). Con el extracto H- MeOH se aprecia en la grafica inhibicion a
partir de la concentracion méxima y en la prueba estadistica se observan significancias
*#%p<0.001 en las concentraciones 15, 7.5, 3.75, 0.23 y 0.1 1mg7mL, **p<0.01 en 0.46
y 0.05mg7mL, *p<0.05 en 1.87 y 0.93mg/mL, en el UFC’s conteo de unidades
formadoras de colonia se observa actividad bactericida en las concentraciones de 30, 7.5
y 1.87 mg/mL y actividad bacteriostatica en el resto de las concentraciones (tabla 6).

Figura 16. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en F. nucleatum subsp. nucleatum.
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La cepa F. nucleatum subsp. nucleatum, se observan diferencias estadisticamente
significativas con la prueba T-Student ***p<0.001 (tabla 5) susceptibilidad corroborada con
crecimientos negativos en el UFC’s (tabla 6).
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En la figura 17 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color naranja oscuro y H- MeOH en barras de naranja café claro
contra la cepa P. micra. para determinar la inhibicion bacteriana de las 10 concentraciones
de ambos extractos que van de 0.05 a 30mg/mL comparadas contra el control de
crecimiento positivo bacteriano. Se determina como concentraciéon minima inhibitoria
15mg/mL para ambos extractos sin embargo con el extracto H-Hex se puede apreciar
susceptibilidad en la cepa P. micra.en las 10 concentraciones, al realizar la prueba
estadistica T-student y el ajuste de comparaciones multiples descrita en la (tabla 5) se
observo significancia de **p<0.01 en la concentraciones 0.11 mg/mL, los resultados
obtenidos fueron corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias
en los cuales se muestra control de crecimiento negativo en las concentraciones de 30, 15
y 7.5mg/mL resultado descrito en la (tabla 6). Con el extracto H- MeOH se aprecia en la
grafica inhibicidn a partir de la concentracion 30 sin embargo en la prueba estadistica se
observaron significancias **p<0.01 en las concentraciones 15,0.23 y 0.11mg/mL, en el
UFC'’s conteo de unidades formadoras de colonia se observa actividad bactericida en las
concentraciones 30, 15, 3.75, 1.87, 0.46 y 0.23mg/mL, se puede apreciar actividad
bacteriostatica en el total de las concentraciones resultado descrito en la (tabla 6).

Figura 17. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de en P. micra.
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La cepa P. micra mostro significancia de **p<0.001 con el extracto H-Hex en la concentracion:
0.11mg/mL y con el extracto H-MeOH en: 15, 0.93 y 0.11mg/mL. (tabla 5) Los resultados
obtenidos fueron corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonias en los
cuales se muestra control de crecimiento negativo. (tabla 6)
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En la figura 18 se describe la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los extractos
H- Hex en barras de color café oscuro y H- MeOH en barras de color café claro contra la
cepa A. actinomycetemcomitans stp. b para determinar la inhibicién bacteriana de las
concentraciones de 0.05 a 30mg/mL comparadas con el control de crecimiento positivo
bacteriano. Se determina como concentraciéon minima inhibitoria 15mg/mL para ambos
extractos, con el extracto H- Hex se aprecia en la grafica inhibicion a partir de la
concentracion 30 sin embargo en la prueba estadistica t -Student se observan
significancias: **p< 0.01 en las concentraciones 15, 7.5, 3.75, 0.46, 0.23, 0.11 y
0.05mg/mL y *p< 0.05 en 1.87,0.93, 0.23, 0.11mg/mL, el UFC’s conteo de unidades
formadoras de colonia es negativo para actividad bactericida y positivo para actividad
bacteriostatica en el total de las concentraciones (tabla 6). Sin embargo, con el extracto H-
MeOH se aprecia susceptibilidad en la cepa A. actinomycetemcomitans stp. b en las 10
concentraciones, con la prueba estadistica T-Student y el ajuste de comparaciones
multiples (tabla 5) se observé significancia de ***p< 0.001 en la concentracion 0.46
mg/mL y **p< 0.01 en 30, 15, 0.93, 0.23, 0.11 y 0.05mg/mL, en el UFC’s conteo de
unidades formadoras de colonias se aprecia crecimiento negativo en la concentracion de
30mg/mL y actividad bacteriostatica en el resto de las concentraciones (tabla 6).

Figura 18. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en 4. actinomycetemcomitans stp. b.
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La cepa A. actinomycetemcomitans stp. b. mostro significancia de *p<0.001 con el extracto H-
MeOH en la concentracion: 0.46mg/mL (tabla 5). Los resultados obtenidos fueron
corroborados con el UFC’s en los cuales se observa crecimiento negativo (tabla 6).
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En la figura 19 se describen los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de los
extractos H-Hex en barras de color verde oscuro y H-MeOH en barras de color verde claro
contra la cepa C. gingivalis para determinar la inhibicion bacteriana de las concentraciones
de ambos extractos de 0.05-30mg/mL comparadas con el control de crecimiento positivo
bacteriano. La concentracion minima inhibitoria determinada es 15mg/mL para ambos
extractos, con el extracto H- Hex se aprecia en la grafica inhibicion a partir de la
concentracion maxima 30mg/mL al realizar la prueba estadistica T-Student y el ajuste de
comparaciones multiples (tabla 5) se observd significancia de ***p< 0.001 en las
concentraciones 30, 15y 3.75mg/mL y *p< 0.05 en 0.46, 0.23 y 0.11mg/mL, en el UFC’s
conteo de unidades formadoras de colonia se aprecia actividad bactericida en la
concentraciones 30 y 15mg/mL y para el resto de las concentraciones actividad
bacteriostatica resultado (tabla 6). Sin embargo con el extracto H-MeOH se aprecia
susceptibilidad en la cepa C. gingivalis en las 10 concentraciones, al realizar la prueba
estadistica T-Student y el ajuste de comparaciones multiples (tabla 5) se observo
significancia de ***p< 0.001 en las concentraciones 15mg/mL, **p< 0.01 en 7.5 y
3.75mg/mL y *p< 0.05 0.23 y 0.05mg/mL, resultados corroborados con el UFC’s
mostrando crecimiento negativo en la concentracion de 30mg/mL (tabla 6).

Figura 19. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en C. gingivalis
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La cepa C. gingivalis mostré significancia de ***p<0.001 con el extracto H-Hex en 4
concentraciones: 30-3.75 mg/mL y con el extracto H-MeOH en: 15mg/mL (tabla 5). Los
resultados obtenidos fueron corroborados con el UFC’s en los cuales se observa control de
crecimiento negativo (tabla 6).
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La figura 20 describe los resultados de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana de
los extractos H- Hex en barras de color naranja oscuro y H- MeOH en barras de color
naranja claro contra la cepa P. intermedia. para determinar la inhibicion bacteriana de las
concentraciones de ambos extractos de 0.05 a 30mg/mL comparadas con el control de
crecimiento positivo bacteriano. Se determind la concentracidon minima inhibitoria
15mg/mL para ambos extractos, con el extracto H- Hex se aprecia en la grafica inhibicion
a partir de la concentracion maxima de 30 mg/mL, con la prueba estadistica T-Student y
el ajuste de comparaciones multiples (tabla 5) se observo significancia de **p< 0.01 en
las concentraciones 1.87, 0.93, 0.46,0.23 y 0.1 lmg/mL y *p< 0.05 en 3.75 y 0.05mg/mL,
en la cepa P. intermedia, en el UFC’s conteo de unidades formadoras de colonia se
observo actividad bactericida en las concentraciones de 30, 15, 7.5 y 3.75mg/mL y en el
resto actividad bacteriostatica resultado descrito en la (tabla 6). Sin embargo, con el
extracto H-MeOH se aprecia susceptibilidad en la cepa P. intermedia. en las 10
concentraciones, con la prueba estadistica T-student y el ajuste de comparaciones
multiples (tabla 5) se observé significancia de **p< 0.01 en las concentraciones 7.5, 3.75,
0.11lmg/mL y *p< 0.05 en 30, 15, 0.23 y 0.05mg/mL, los resultados fueron corroborados
con crecimiento negativo del UFC’s concentraciones 30, 15, 7.5 y 3.75mg/mL (tabla 6).

Figura 20. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en P. intermedia.
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P. intermedia mostro significancia de **p<0.01 con el extracto H-Hex en 6 concentraciones:
15, 1.87-0.23 y 0.11mg/mL y con el extracto H-MeOH en 3 concentraciones: 7.5, 3.75 y
0.11mg/mL. (tabla 5) Los resultados obtenidos fueron corroborados con el UFC’s en los
cuales se observo crecimiento negativo. (tabla 6)
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La figura 21 describe los resultados de la Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de
los extractos H- Hex en barras de color rojo oscuro y H- MeOH en barras de color rojo
claro contra la cepa P. gingivalis para determinar la inhibicion bacteriana de las
concentraciones de ambos extractos de 0.05 a 30mg/mL comparadas con el control de
crecimiento positivo bacteriano. Se determina como concentraciéon minima inhibitoria
15mg/mL para ambos extractos, con el extracto H- Hex se aprecia en la grafica inhibicion
a partir de la concentracion méxima de 30mg/mL al realizar la prueba estadistica T-
Student y el ajuste de comparaciones multiples descrita en la (tabla 5) se observo
significancia de *p< 0.05 en 15, 7.5 y 1.87mg/mL, en el UFC’s conteo de unidades
formadoras de colonia se observd actividad bactericida en las concentraciones 30 y
15mg/mL, para el resto de las concentraciones se aprecia actividad bacteriostatica en el
resultado descrito en la (tabla 6). Sin embargo con el extracto H-MeOH aprecia
susceptibilidad en S. mutans en las 10 concentraciones, con la prueba estadistica T-Student
y el ajuste de comparaciones multiples descrita en la (tabla 5) se observo significancia de
*p< 0.05 en 0.23, 0.11 y 0.05mg/mL, los resultados obtenidos se corroboraron con el
UFC'’s conteo de unidades formadoras de colonias observando crecimiento negativo en
las concentraciones de 30 y 15mg/mL resultado descrito en la (tabla 6).

Figura 22. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana en P. gingivalis.
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La cepa P. gingivalis mostrd significancia de *p<0.05 con el extracto H-Hex en las
concentraciones: 15, 7.5 y 1.87mg/mL y con el extracto H-MeOH en: 0.23, 0.11 y 0.05mg/mL
(tabla 5). Los resultados fueron corroborados con el UFC’s conteo de unidades formadoras de
colonias en los cuales se muestra control de crecimiento negativo.
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VIII. DISCUSION

El propdsito del presente estudio fue el de evaluar la actividad antimicrobiana in- vitro
de los extractos provenientes de la especie vegetal 4. dentiulata, en bacterias identificadas
de la placa dentobacteriana, debido a que no so6lo la presencia, sino la cantidad de
determinadas especies del microbioma oral humano, que forman las biopeliculas dentales,
se encuentran relacionadas con dos de las enfermedades bucodentales mas prevalentes a

nivel mundial: las enfermedades periodontales (26) y la caries dental.(61)

Para la realizacion de los ensayos de sensibilidad, fueron seleccionados dos de los
extractos (Hoja-Hexano: H-Hex y Hoja-Metanol: H-MeOH) con mayor efectividad
antimicrobiana, contra especies representativas de los complejos bacterianos de la placa
subgingival (esquema de sucesion microbiana de S. Socransky y col.).(2) Entre las
bacterias colonizadoras tempranas elegidas para el presente estudio, se encontraron: A.
viscosus, V. parvula, S. sanguinis (1, 2) y la cepa S. mutans que fue incluida por ser una
especie altamente resistente de la placa dental (oclusal), por tener propiedades de adhesion
al diente y por estar estrechamente relacionada con la formacion de caries dental. (61) La
inclusion de especies colonizadoras puente y/o patogenas putativas C. gingivalis, P.
intermedia, P. micra, F. nucleatum subsp. nucleatum 'y A. actinomycetemcomitans stp. b,
y la cepa colonizadora tardia o patdgena periodontal reconocida P. gingivalis, fueron
seleccionadas de acuerdo con la literatura, en la cual se menciona que la presencia y el
aumento en cantidad determinaran el desarrollo y susceptibilidad para presentar

periodontitis (2, 41)

Para obtener la dilucion de los extractos de A. denticulata, se decidi6 utilizar tween 20
al 0.01% como disolvente para los extractos del presente estudio, de acuerdo con un
reporte similar (22), sin embargo, se decidié emplear una concentraciéon menor del reporte
previo en el cual se utiliza a (0.02%), con lo cual se garantiza que el efecto del disolvente
sobre las estructuras bacterianas sea minimo, como lo reporta la literatura (22). Ademas
de ello, se realizé la prueba de toxicidad del tween 20 a distintas concentraciones, contra
la cepa S. sanguinis. Con lo que se reporta que la inhibicion del crecimiento bacteriano
fue positiva en aproximadamente el 50% de la cepa, en la concentraciéon mayor

(30mg/mL) y con ninglin efecto inhibitorio en el crecimiento de la cepa en el resto de las
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concentraciones (15, 7.5, 3.75,1.87, 0.93, 0.46, 0.23, 0.11 y 0.05,g/mL) resultado
corroborado con crecimiento positivo de las UFC’s de la cepa en todas las concentraciones
evaluadas. Derivado de este resultado, y con la finalidad de evitar falsos positivos en la
concentracion maxima del solvente, se considera la CMI de los extractos a partir de la

concentracion (15mg /mL).

Se determind como CMI: 15mg/mL de los extractos seleccionados: H-Hex y H- MeOH
en el presente estudio, y se establece que con el extracto H-MeOH, se observa mayor
actividad antimicrobiana, con efecto bactericida en el total de las cepas evaluadas.
Asimismo, se observo que las cepas colonizadoras puente o patdogenas putativas evaluadas
en el presente estudio, son mas susceptibles al efecto de los extractos de la hoja de 4.
denticulata. En reportes previos de distintos extractos vegetales de especies como: Croton
hypoleucus (20), Citrus reticulata (22) y extractos enoldgicos (25) se evaluo la actividad
antimicrobiana contra la especie F. nucleatum. subesp. nucleatum, donde los extractos de
Croton hypoleucus mostraron actividad bactericida a concentraciones 256, 128 y 64
pg/mL, en el presente estudio, los extractos de hoja de A. denticulata, presentaron
propiedades bactericidas en concentraciones menores (de 15 a 0.0.5mg/mL), resultado
contradictorio al estudio previamente mencionado. Los extractos de C. hypoleucus
mostraron propiedades antimicrobianas a la concentracion 256, 128 y 64 mg/mL, sobre F.
nucleatum (22). lo cual se considera relevante de mencionar en la presente discusion, ya
que las especies vegetales evaluadas en dicho estudio crecen en arbustos, presentan tallos,
hojas y frutos, similares a los de 4. denticulata, y han sido consideradas con propiedades

antimicrobianas sobre especies de la cavidad oral (22).

Derivado de que, en la literatura no existen reportes previos sobre las propiedades
antimicrobianas de A. denticulata, se decidi6 describir estudios similares con especies
vegetales referidos en la literatura. Los extractos de tomillo, sangre de drago, caléndula y
cuachalate, son ejemplos de extractos evaluados (14), ademas de estudios sobre C.
hypoleucus y C. reticulata (20, 25), donde reportaron la actividad antimicrobiana positiva
de la cepa A. actinomycetemcomitans stp. b. infiriendo con ello, un equilibrio ecologico
en la cavidad bucal. La reduccion de dicha especie patogena putativa, favorece a la salud

periodontal ya que ha sido identificada previamente, en estudios con periodontitis de tipo
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"juvenil"(61), sin embargo, para poder dar un dato mas preciso de equilibrio ecoldgico, es
necesario evaluar un mayor nimero de especies representativas de los complejos
bacterianos, como se realizd en el presente estudio. Por otro lado, los extractos de A.
denticulata presentaron efecto antimicrobiano sobre el total de las especies evaluadas, con
mejor efectividad sobre especies patdgenas y patogenas putativas. Al confrontar los
resultados de los estudios previamente mencionados (14, 20, 25), se puede determinar que,
los extractos A. denticulata a las concentraciones de 30 a 3.75 mg/mL y de 0.23 a
0.05mg/mL, muestran mayor efecto antimicrobiano que en las concentraciones de

estudios previos.(20, 25)

La especie patogena periodontal reconocida P. gingivalis mostrd susceptibilidad en las
concentraciones mas bajas de H-Hex (0.46 a 0.05 mg/ul) en el presente estudio. En
literatura referida, los extractos de tomillo, sangre de drago, caléndula, cuachalate (14)

reportan la reduccion de la misma cepa, sin embargo, no presentan mayores significancias.

Las cepas evaluadas en el presente estudio, que mostraron mayor resistencia a los
extractos de hoja de A. denticulata, fueron colonizadoras tempranas como: V. parvula, sin
embargo, dicho resultado fue similar al estudio enologico que evalud la resistencia de la
misma cepa, con el extracto C. hypoleucus, sin embargo, los extractos de A. denticulata
mostraron efecto antimicrobiano en al menos una concentracion en el presente estudio. La
literatura refiere que el extracto de Stevia rebaudiana, probado sobre la cepa A. viscosus
(24), mostr6 inhibicidon de crecimiento a partir de la concentracion maxima de 30 a 50
mg/mL, mientras que el extracto de A. denticulata tiene el mismo efecto, en
concentraciones menores desde 7.5 a 3.75 mg/mL. Los resultados obtenidos en el presente
estudio, comparados con estudios previos como el de Stevia rebaudiana (24) y el de C.
hypoleucus (20) sobre una de las cepas mas resistentes S. sanguinis, lograron demostrar
que existe actividad actividad antimicrobiana en al menos una concentracion, caso
contrario a los estudios mencionados, con los cuales no se presentaron propiedades
antimicrobianas. Finalmente se referencia un estudio in-vitro realizado con los extractos
acuosos de cascara, pulpa y semilla de uva Vitis vinifera (23) en el cual, para obtener la
actividad antimicrobian similar a la clorhexidina en la cepa S. mutans, se emplearon

concentraciones mayores de 40, 70 y 100% siendo la de 100% la mas efectiva comparada
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con los extractos A. denticulata las concentraciones para lograr el mismo efecto son

menores de (7.5 mg/mL - 0.05 mg/mL).

Con los resultados del presente estudio, se sugiere que, el efecto antimicrobiano
observado con los extractos de hoja de A. denticulata, se pueden atribuir a los compuestos
quimicos encontrados en la TLC y las pruebas fitoquimicas preliminares, en las cuales se
determind la presencia de saponinas: que son metabolitos secundarios estudiados por sus
propiedades bioldgicas, refiriendo su capacidad tensioactiva, la cual genera una alteracion
en la fluidez y permeabilidad de la membrana celular poniendo en riesgo la vitalidad de
la célula.(50, 54). Por otro lado, los taninos: son compuestos fenodlicos que tienen la
capacidad de combinarse con las proteinas y los polisacaridos, pudiendo precipitarse e
inhibiendo el crecimiento bacteriano. Los OH fendlicos: son compuestos quimicos mas
simples, su mecanismo de accion consiste en inactivar las proteinas anulando su funcién
en las bacterias.(11) Los flavonoides: que son un grupo de compuestos fendlicos, actiian
en la pared celular afectando el sistema de sefalizacion celular, el cual regula el
crecimiento, proliferacion y apoptosis de las bacterias Gram negativas y Gram
positivas.(10, 56) Y los esteroides y triterpenos, tienen un mecanismo de accion sobre la

membrana celular.(50, 54)

Por lo que, el efecto antimicrobiano del extracto H-MeOH, se le atribuye a la presencia
de los compuestos quimicos: saponinas esteroidales y triterpenoides,(50) los taninos y OH
fendlicos (51) y en el extracto H-Hex los esteroides y triterpenos, sin embargo, ademas la
presencia de: antraquinonas: que son compuestos importantes en la industria farmacéutica
(AQ glicosidos) que se utilizan en la produccion de Pyralvex para el tratamiento de la
gingivitis, estomatitis, ulceras bucales, inflamacion de la mucosa y periodontitis,
previamente referido en la terapia periodontal.(52) Y a las cumarinas, que son compuestos
quimicos que presentan como mecanismo de accion la interaccion con el ADN, se ha

referido su uso como antioxidante y antibacteriano.(52, 56)
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IX.

CONCLUSIONES

La investigacion realizada sobre el efecto antimicrobiano de los extractos de hoja
de A. denticulata, es la base para futuras aplicaciones en el area de la salud, ya
que es una especie vegetal de facil acceso para comunidades con bajos recursos

econdmicos y con propiedades antibacterianas selectivas de caracter natural.

Los extractos de 4. denticulata mostraron efecto bactericida a la CMI 15mg/mL
de la Hoja Hex y MeOH (indistintamente) en bacterias consideradas
periodontopatogenas de la PDB y muestran efecto bacteriostatico en especies

mas resistentes de Streptoccoccus sp. a concentraciones mas bajas.

Los resultados del extracto de H-MeOH sugieren mejor comportamiento
bactericida, logrando mayor inhibicion en las 10 bacterias evaluadas, a partir de
la concentraciéon maxima 30mg/mL, sin embargo, dicha concentraciéon no es

considerada como CMI para evitar falsos positivos en el presente estudio.

Las bacterias mas resistentes a los extractos H-Hex y H-MeOH fueron S.
sanguinis y S. mutans, ambas cepas se encuentran en la biopelicula dental, estan
relacionadas con propiedades de adhesion al diente y estrechamente relacionados

con procesos cariosos.

Los resultados de la cromatografia de capa fina realizada en el presente estudio,
mostraron la presencia de 13 compuestos totales; en el extracto H-Hex se
observaron 7 y en el extracto H-MeOH se observan 6, cada uno con

caracteristicas quimicas particulares.

Con las pruebas fitoquimicas preliminares, se aislaron en el extracto H-Hex:
saponinas esteroidales y triterponoides, taninos y OH fendlicos, antraquinonas,
esteroides y triterpenos y cumarinas. Y en el extracto H-MeOH se aislaron
saponinas, taninos y OH fenolicos, flavoniodes y esteroides y triterpenos, que se
sugieren que sean los responsables de las propiedades antimicrobianas de los

extractos de hoja de A. denticulata.
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X. RECOMENDACIONES

e Para un estudio posterior, aislar e identificar de forma especifica, los metabolitos
secundarios que se observaron con la TLC y las pruebas fitoquimicas

preliminares.

e Realizar una segunda evaluacién microbioldgica, con el objetivo de conocer el
efecto antibacteriano de cada uno de los compuestos quimicos que se

identifiquen.

e Hacer una inclusion mas amplia, para evaluar la susceptibilidad de las cepas
bacterianas bajo la presencia de los compuestos aislados de los extractos de hoja

de A. denticulata.

e Realizar estudios in-vivo de toxicidad celular con los extractos de 4. denticulata,
previo a evaluar la efectividad en pacientes diagnosticados con enfermedades
periodontales, con la finalidad de disefar un producto natural coadyuvante que

contenga componentes del extracto.
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XIV. ANEXOS

12.1 Carta de aceptacion para estancia de Investigacion.

Laboratorio de Genetica Malecular -
Facultad de Odontologia ¢ é] h

E . " . . A T
Universidad Nacional Auténoma de México )“

FE-GMLIFO-013 (1)
SECCION 180: 4.2

Fecha: 01-feb-18
Folio: GMLIFO/037
Asunto: Carta de aceptacion para alumna de estancia de investigacion.

Dr. Manuel Sanchez Gutiérrez.

Coordinador de Maestria en Ciencias Biomédicas y Salud.
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

PRESENTE

Por medio de la presente hago de su conocimiento, que la alumna Erika Alejandra Salinas Pefia,
estudiante de la UAEH en la Maestria correspondiente a su coordinacion, con nimero de cuenta: 137995, es
aceptada para realizar una estancia de Investigacion en el Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel de la

Facultad de Odontologia UNAM, por un periodo de seis meses, del 01 de marzo al 01 de septiembre del

presente afio.
Dentro de las actividades que realizard la alumna incluiran:

e Capacitacion para identificacion fenotipica microbiana.
e Técnicas de cultivo e identificacion de bacterias periodontales.

e Métodos de dilucién antimicrobianos.

Sin otro particular, reciba un saludo afectuoso de mi parte.

Atentamente,

X g :
Mtra. Adriana Patricia Rodriguez Hernandez
Profesora de Carrera y Gestora de la calidad del Laboratorio de Genética Molecular.
de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia, UNAM.

A Circuito Institutos

Cd. Universitaria
Mexico DF. 04510

FE-GMLIFO- 005
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12.1 Constancias y reconocimientos obtenidos

= G -

06 LASALUD.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
através del Instituto de Ciencias de la Salud

otorga la presente

CONSTANCIA

a

Erika Alejandra Salinas Pefia

Por su participacion como ponente en el IX Foro de Investigacion de la Maestria en Ciencias
Biomédicas y de la Salud dentro del marco de la Feria Internacional de la Salud (FIS) 2019
celebrada los dias 22 y 23 de Mayo.

Pachuca de Soto. H ¥ R/Iayo del 2019.

M.C. Esp. Adridn Moya Escalera

Director del ICSa

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Odontologia

Secretaria de Extensién y Vinculacién

OTORGA EL PRESENTE

A Erika Alejandra Salina Pena

Por su Participacion Académica en el

Realizado en el WTC de la Ciudad de México, del 2 al 4 de mayo de 2019.

Por mi raza hablara el espiritu’

=z &@
§ Lic elly Mdntano Ruiz

p i ‘B t Secretaria de Extension
irectora v
: Vinculacion
Facultad de Odontologia UNAM y




UNIVERSIDAD NACIONAL

5 e ag
; AUTONOMA DE MEXICO [

M FACULTAD DE ODONTOLOGIA 118 Aniversario
SECRETARIA DE EXTENSION Y VINCULACION Lt

Otorga la presente

Constanetd

A SALINAS PENA ERIKA ALEJANDRA

MTRA. MARTHA MENDOZA RODRIGUEZ, DR. CLAUDIA VELAZQUEZ GONZALEZ, MTRA. MARIA DE LOURDES MARQUEZ CORONA, DRA. LAURIE ANN
XIMENEZ FYVIE, MTRA. ADRIANA PATRICIA RODRIGUEZ HERNANDEZ

Por su participaciéon académica con el trabajo:

EVALUACION ANTIMICROBIANA IN-VITRO DE LOS EXTRACTOS AMELANCHIER DENTICULATA
FRENTE A MICROORGANISMOS ASOCIADOS CON PERIODONTITIS

En la categoria: CARTEL

“Semana de la Ciencias Basicas”
Realizada del 25 al 29 de marzo, en
la Facultad de Odontologia, UNAM

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Cd Mx, a 29 de marzo de 2019,

Dra. E/{ba Rosaéyva Huerta Lic. Lucﬁ Ruiz

Directora Secretaria de Extension y
Facultad de Odontologia, UNAM Vinculacién

Semana do las Clanclas 2019
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Universcad Auknoma dol Estaco de Hidalgo

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
a través del
Instituto de Ciencias de la Salud

otorga la presente

CONSTANCIA

a
Erika Alejandra Salinas Pefia, Martha Mendoza Rodriguez, Adriana Patricia Rodriguez
Hernandez, Maria de Lourdes Marquez Corona, Laurie Ann Ximénez Fyvie

1 7 hi

Por su participacién con el trabajo “E antimicr in vitro de los extractos Amelanchier denticulata frente a

microorganismos identificados en periodontitis crénica”, en el Vil Foro Internacional de la Maestria en Ciencias
Biomédicas y de la Salud dentro del marco de la Feria Internacional de la Salud (FIS) 2018 celebrada del 14 al 22 Mayo
de 2018.
Pachuca de Soto Hgo. a 21 de Mayo del 2018

FERIA

INTERNACIONALDE

“saD2018

. Adrian Moya Escalera
Director del ICSa

M.C
&
=

Los recursos del PFCE son de caracter pablico y queda prohibido su uso con fines partidistas o de promocién personal
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XV. GLOSARIO DE TERMINOS

Aggregatibacter actynomicetemcomitans stp b.
Amelanchier denticulata

Actinomyces viscosus

acetato de etilo

American Type Culture Collection
Capnocytophaga gingivalis

Anhidrido acético

cloroformo

concentracion minima inhibitoria

Agua bidestilada

Dimetil sulfoxido

draguendoff

fruto

Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum
Cloruro férrico

hoja

Acido sulfarico

Acido sulfirico con etanol

Acido clorhidrico

hexano

metanol

miligramos

mililitros

Hidroxido de sodio

densidad optica 1

Organizacion Mundial de la Salud
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Parvimonas micra

Streptococcus mutans
Streptococcus sanguinis

tallo

Cromatografia de capa fina
Conteo de unidades formadoras de colonia

Veillonella parvula
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