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RESUMEN

Este estudio se encuentra incluido dentro del proyecto realizado por el Grupo de
Investigacién de Fitoquimica (GIFUJ) y el Centro de Investigaciones Odontolégicas (CIO),
el cual se titula “Evaluacién de la actividad antimicrobiana de extractos y fracciones
obtenidos de dos especies de la familia Rubiaceae: Isertia laevis y Elaeagia utilis”, se
evalud la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de hojas de Elaeagia
utilis, colectadas en Alban (Cundinamarca), estos extractos fueron fracciones obtenidas a
partir del extracto etandlico y subfracciones obtenidas por fraccionamiento por columna
del floculo etandlico y la evaluacién fue sobre microorganismos causales de la caries y
enfermedades periodontales. Se encontraron varias fracciones y subfracciones activas
frente a S. mutans ATCC 25175, S. sobrinus CIO 428, S. aureus CIO 322 y E.coli CIO
325, dentro de las cuales la fraccion CH,Cl, fue la que presento mayor actividad inhibitoria
sobre los microorganismos. Se evaluaron diferentes concentraciones para determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria de cada una de las fracciones y subfracciones contra
cada microorganismo, para la fracciéon CH,Cl, se establecieron valores de 0.5 mg/pozo,
0.25 mg/pozo, 0.1 mg/pozo y 2 mg/pozo como CMI de S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y
E.coli, respectivamente. Por otra parte, se realizaron pruebas quimicas preliminares para
establecer posibles compuestos que sean responsables de la presencia de actividad
antimicrobiana de cada una de las fracciones y subfracciones evaluadas, dentro los

cuales hubo gran presencia de terpenos y flavonoides.

Palabras claves: Actividad antimicrobiana, caries dental, enfermedades periodontales,

extractos vegetales, Elaeagia utilis.



1. INTRODUCCION

La caries dental y las patologias periodontales son las enfermedades infecciosas mas
comunes que afectan la humanidad. La prevalencia de enfermedad de los dientes y los
tejidos de sostén en Colombia representan la primera causa de morbilidad entre nifios de
5 a 14 afios y se encuentra en las diez primeras causas de consulta en las instituciones
de salud de la poblacién en general [1] y la periodontitis severa compromete a 8 - 10 % de

la poblacién adulta [2].

Los agentes causales de estas enfermedades son microorganismos presentes en la
cavidad bucal que van formando placa bacteriana o biofilm acumulandose asi en la
superficie de los dientes, lo que provoca el desarrollo de dichas patologias y puede

resultar en la perdida de los dientes si no se somete a tratamiento [3].

En la actualidad, se cuenta con varios productos, sustancias o medicamentos que actdan
directamente sobre los efectos que produce la caries dental, como lo son el flaor, flaor
sistémico, clorhexidina, xilitol entre otros [4]. Por parte de enfermedades periodontales se
cuenta con antisépticos bisguanide, antisépticos de amonio cuaternario, antisépticos
fendlicos y otro tipo de tratamientos como agentes oxigenantes e iones metdlicos [5],
pero existe algo en comdn con estos tratamientos quimicos y es que suelen tener efectos
secundarios como lo son tincion de los dientes, variedades en el sabor de alimentos,
sensacion de ardor en la punta de la lengua, alteracién de la flora bacteriana intestinal y la
flora bucal benéfica, generacion de resistencia por parte de los microorganismos [6], es
por esto que para contrarrestar estos efectos negativos en los pacientes, se ha impulsado
la busqueda de nuevos compuestos provenientes de las plantas que sustituyan los
métodos sintéticos para asi garantizarle al paciente un tratamiento sin efectos
secundarios. Los estudios biodirigidos, son una fuente Uutil de reconocimiento de
fracciones activas en las cuales se reconocen metabolitos secundarios con actividad
biologica; en estos, el uso de fracciones o extractos obtenidos del material vegetal
(obtenidos a través del tratamiento o contacto con solventes organicos de diferentes
polaridades), permiten el fraccionamiento de compuestos de acuerdo a la polaridad del
solvente, para la posterior evaluacién biolégica y la identificacion de metabolitos
secundarios de interés [7]. Nuestro pais posee una rica tradicién en el uso de las plantas
medicinales y una diversidad muy alta, se estima 51.200 especies de plantas vasculares
[8], pero poca investigacion se ha realizado en el contexto de fitoquimicos con uso

terapéutico, dada esta circunstancia, este trabajo pretende identificar fracciones activas
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de la planta Elaeagia utilis, las cuales presenten actividad antimicrobiana contra cuatro
microorganismos de la cavidad bucal y de tal forma realizar un estudio quimico preliminar
de las mismas para llegar a establecer posibles metabolitos secundarios presentes en
dichas fracciones.

Este trabajo hace parte del proyecto de investigacién titulado “Evaluacién de la actividad
antimicrobiana de extractos y fracciones obtenidos de dos especies de la familia
Rubiaceae: Isertia laevis y Elaeagia utilis”, fue financiado por la Pontificia Universidad

Javeriana y realizado gracias al esfuerzo conjunto de GIFUJ y el CIO.

2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades periodontales y la caries dental se consideran como unas de las
enfermedades publicas mas comunes a nivel mundial [9]. Las dos enfermedades tienen
varios factores importantes que influyen en su desarrollo, tales como condiciones socio-
econdmicas y regionales [10], condicién inmunolégica del huésped [11], conductuales y
microorganismos como agentes causales [12], entre otros. Este ultimo, tiene un papel
trascendental en el desarrollo de la enfermedad, se conocen varias especies de
microorganismos especificos en cada una de ellas, para esta investigacion se trabajaran,

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Aunque quimicamente se han sintetizado sustancias altamente efectivas para eliminar
este tipo de microorganismos, su uso excesivo puede llegar a alterar la flora intestinal,
inducir resistencia bacteriana, entre otros [13]. Teniendo en cuenta los efectos negativos
del tratamiento de las caries con productos sintéticos, se ha intensificado en gran medida
la necesidad de buscar nuevas alternativas provenientes de fuentes alternas como
compuesto naturales, que presenten la misma efectividad de los tratamientos quimicos
actuales. El estudio realizado por Alvarado A, et al; 2008, estableci6 la presencia de
compuestos con actividad antimicrobiana en algunas especies de la familia Rubiaceae
contra microorganismos relacionados con la caries [13]. El género Elaeagia perteneciente
a la familia Rubiaceae, estd ampliamente distribuido en nuestro pais y es de facil acceso
para las comunidades quienes lo reconocen por la generacion de resinas que son
utilizados en actividades artesanales [14], pero este no ha sido evaluado ni identificado

por medio de estudios fitoquimicos, para asi determinar la presencia o no de principios

3



activos contra microorganismos de importancia patolégica. Por esto se plantea la
siguiente pregunta de investigacion ¢Posee Eleaegia utilis sustancias o compuestos
quimicos que le confieran actividad biolégica contra Streptocuccus mutans, Streptococcus
sobrinus, Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

3. MARCO TEORICO
3.1 CARIES DENTAL Y TRATAMIENTO SINTETICO

La caries dental se considerada como uno de los mayores problemas de salud buco-
dental en la mayoria de paises industrializados, llegando a afectar entre 60% y 90% de
la poblacion escolar y adulta, respectivamente [15]. Por su parte en Colombia, la caries
dental es la enfermedad oral de mayor prevalencia en la poblacién adolescente donde
sus efectos aumentan con la edad. La caries dental es un proceso o enfermedad
dindmica crénica, que ocurre en la estructura dentaria en contacto con los depdsitos
microbianos y debido al desequilibrio entre la sustancia dental y el fluido de placa
circundante, dando como resultado una pérdida de mineral de la superficie dental, cuyo
signo es la destruccién localizada de tejidos duros. Se clasifica como una enfermedad
transmitible e irreversible [16] [1], por ser un proceso dinAmico se considera resultado de
la intervencidn de cuatro factores principales: el agente (microbiota), el sustrato (dieta),
el huésped (diente) y el medio ambiente (saliva) [17]. Los principales microorganismos
asociados a la produccion de caries son Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Lactobacillus spp y Actinomyces spp. [18], los cuales colonizan el diente y son capaces
de producir dafio. Existen multiples grupos de sustancias quimicas utilizadas en el
control de la placa bacteriana, a través de la deteccion o retraso de la proliferacion
bacteriana con antimicrobianos; entre ellos los mas utilizados son los antibidticos

(penicilina, vancomicina, espiramicina, etc.), compuestos de amonio cuaternario (cloruro

de cetilpiridinio), el triclosan, los floruros, la hexetidina, la clorhexidina, los compuestos

fluorados y los fenoles y aceites esenciales [19].

3.2 ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal constituye una de las alteraciones mas frecuentes de la
cavidad bucal y afecta a la poblacion en diversas formas si se tiene en cuenta las
condiciones econdmicas, sociales y culturales de los individuos llegando a ser una de las
principales causas de pérdidas de los dientes. El tercer estudio nacional de salud bucal
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(ENSAB IlI) informa que en 1998 el 92,4 % presentaba por lo menos un parametro de
esta enfermedad [20]. El termino enfermedad periodontal, se refiere a un conjunto de
enfermedades inflamatorias que afectan los tejidos de soporte del diente, encia, hueso y
ligamento periodontal. Se considera el resultado del desequilibrio entre la interaccion
inmunolodgica del huésped y la flora de la placa dental marginal que coloniza el surco
gingival [11].

La microbiologia bucal de la periodontitis se ha asociado con bacterias como Enterobacter
sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp.,Escherichia coli, Staphylococcus sp., Enterococcus
sp. y hongos, basicamente Candida, tanto albicans como no albicans. El tratamiento de
estos microorganismos se debe realizar con procedimientos odontolégicos especificos,
ademas de la utilizacién de antimicrobianos sistémicos usados tradicionalmente para el
tratamiento de las periodontitis. Sin embargo, Ultimamente se ha presentado poca
sensibilidad de estos microorganismos con los antibiéticos comunmente usados, lo que
lleva, a que el proceso infeccioso no sea inhibido efectivamente, sino que por el contrario
se esté perpetuando y concluya con la pérdida del diente o lesiones 6seas, ademas de la
morbilidad bucal asociada [21].

3.3 PRODUCTOS NATURALES

Solo una pequefa parte de la diversidad entre los hongos, la fauna y la flora han sido
explorada. La investigacion actual sobre las moléculas y productos naturales se centra
principalmente en las plantas, ya que pueden obtenerse con mayor facilidad y ser
seleccionadas sobre la base de la etno-medicina [22]. A través del tiempo se han
establecido que los aceites esenciales de las plantas son los responsables del efecto
positivo en el tratamiento de enfermedades infecciosas, patologias en el sistema

respiratorio, el tracto urinario, gastrointestinal y piel [23].

Actualmente ha aumentado el interés de investigacion por parte de la comunidad cientifica
dedicada a la investigacién de las propiedades medicinales de las plantas. En los mismos
estudios se encuentran distintos criterios a evaluar muchos se centran en determinar
la actividad antimicrobiana de extractos de plantas que se encuentran en la medicina
popular [24], aceites esenciales [25] o compuestos aislados, como los alcaloides [26],
flavonoides [27], lactonas sesquiterpénicas [28], diterpenos [29], triterpenos [30] o

naftoquinonas [31], entre otros. Algunos de estos compuestos se aislan o se obtienen por
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el aislamiento biodirigido y posteriormente se realiza la deteccibn de actividad

antimicrobiana por parte de la planta [23].

En Colombia se han realizado algunos estudios sobre la actividad antimicrobiana de
compuestos activos provenientes de plantas sobre microorganismo en la cavidad bucal;
Perdomo M. et al; 2009, reporta las fracciones metanol y diclorometano activas de hojas
de lIsertia laevis contra Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus [32] y por otro
lado Aldana J; 2010, reporta también la fraccion diclorometano como fraccion activa a
partir de hojas de Elaeagia utilis contra Streptococuus mutans, Streptococcus sobrinus y
Lactobacillus acidophilus [14].

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de fracciones y subfracciones a partir de hojas de
Elaeagia utilis sobre Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Escherichia coli y
Staphilococcus aureus, los cuales se encuentran asociadas a la caries dental y
enfermedades periodontales.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antimicrobiano sobre S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y E. coli
de fracciones obtenidas a partir de hojas de Elaeagia utili, asi mismo como
determinar si existe reproducibilidad de dichos resultados con relacién al estudio
realizado por Aldana J, (2010).

2. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de la fraccién(es) activa(s), contra

S.mutans, S. sobrinus, S. aureus y E. coli.

3. Realizar un estudio quimico preliminar a la fraccion o fracciones que resulten

activas contra S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y E. coli
5. METODOLOGIA

5.1 Disefio: El presente estudio es una investigacion basica- descriptiva- transversal
—prospectivo.

5.2 Poblacion y Muestra: La muestra y el muestreo sera por conveniencia.
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5.3 Variables

Tabla 1. Variables cualitativas y cuantitativas evaluadas en este estudio.

VARIABLES UNIDAD DE MEDICION TIPO DE VARIABLE
Cepas | - Variable independiente Cualitativa — Nominal.
Ausencia (<1 mm)
Actividad antimicrobiana Presencia (= 1 mm) Variable dependiente Cuantitativa — Razon.
Extractos vegetales mg / pozo Variable independiente cualitativa — Nominal.
Componentes antimicrobianos de la(s) Positiva Variable cualitativa — independiente — Razdén.

fraccion(es) activa(s).

5.4 Procedimiento
5.4.1 Obtencion de fracciones

1. Material vegetal: Se colectaron en campo muestras de hojas de la especie Elaeagia

utilis; aproximadamente 2,3 K, en el departamento de Cundinamarca, municipio de
Alban, vereda Java, en la Fundacién Granjas Infantiles del Padre Luna. La
determinacion taxonémica para este ejemplar fue realizada por H. Bernal del Herbario de
la Pontificia Universidad Javeriana como Elaeagia utilis, encontrandose un ejemplar
depositado en el Herbario de esta institucion. El material de hojas fue secado a
temperatura ambiente, y posteriormente molido y pulverizado con la ayuda de un molino

de cuchillas.

2. Obtencidn de fracciones: Los extractos y fracciones a partir de las hojas de Elaeagia

utilis se obtuvieron en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Basicas

de la Pontificia Universidad Javeriana, de acuerdo al siguiente protocolo:

- Obtencion de Extracto Etandélico: Del material vegetal seco y molido se extrajo una
fraccion inicial Etandlica, la cual se obtuvo del tratamiento en frio del material con
etanol durante 72 horas. El extracto etandlico se concentro en un rotaevaporador a

presion reducida para posteriormente llevar a sequedad.

- Floculacién: Se puso en contacto el extracto etandlico con etanol-agua y se dejo 24

horas, posteriormente se filtr6 y se concentré en rotaevaporador hasta sequedad.

- Obtencion de las fracciones: Se tomo el extracto etandlico luego de la floculacion y

se le realiz6 una extraccion liquido-liquido, en un embudo de decantacién, usando
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cuatro solventes de diferentes polaridades, para finalmente conseguir las fracciones

Hexano, Tolueno, Diclorometano y Butanol.

5.4.2 Subfraccionamiento del fléculo etandlico

- Decoloracidon con carbdn activado: A partir del floculo etandlico, obtenido por
Aldana J; 2010, se tomaron 10 g los cuales fueron disueltos en etanol, posteriormente
se adiciono carbono activado, se calenté a 125 °C aproximadamente y se agit6 hasta
ebullicion. Finalmente, se filtr6 y se concentré en rotaevaporador a presion reducida

hasta sequedad.

- Obtencion de las subfracciones: A partir del floculo etandlico decolorado se
tomo 2 g de la muestra la cual se mezclo con silica gel. La muestra, ya preparada, se
paso por columna de cromatografia al vacio con fase estacionaria silica gel,
adicionando solventes de diferentes polaridades Hex (100 mL), Hex: AcOEt (8:2) (100
mL), Hex:AcOEt (7:3) (100 mL), Hex: AcOEt (6:4) (100 mL), Hex: AcOEt (1:1) (100
mL),Hex: AcOEt (3:7) (100 mL), AcOEt (100 mL) y EtOH (100 mL).

- Cromatografias: Se montaron placas cromatograficas para lograr establecer
similitudes entre las fracciones obtenidas y asi determinar si se podian 0 no mezclar

para posteriormente realizar la evaluacion antimicrobiana (Anexo 4).
5.4.3 Evaluaciones de la actividad antimicrobiana de las fracciones

1. Cepas a evaluar: Cuatro cepas de cavidad oral (Streptococcus sobrinus (CIO 428),

Streptococcus mutans (ATCC 25175), Staphylococcus aureus (CIO 322) y Escherichia
coli (CIO 325)), asociadas a caries dental y a enfermedades periodontales,
suministradas por el Centro de Investigaciones Odontoldgicas (CIO) de la Pontificia

Universidad Javeriana fueron evaluadas.

2. Evaluacién de la actividad antimicrobiana:

Método de difusién en pozo: La actividad antimicrobiana de los extractos, fracciones y

subfracciones frente a las bacterias se realiz0, de acuerdo al método de difusion en pozo
descrito por Dobner M. et al; 2003 [33], en el cual a partir de un cultivo puro de cada una
de las bacterias a evaluar, se realiz6 una suspension ajustada por turbimetria a la escala
0,5 de Mac Farland. De esta suspension se tomaron 100 pl que se agregaron a 20 ml de

agar Mueller Hinton (antes de que se solidificara), se mezcld y se sirvid en caja de petri.
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Luego de solidificar, se hicieron pozos de 0,5 cm de didmetro sobre el agar usando
pipetas Pasteur invertidas previamente esterilizadas. En cada pozo en forma
independiente se aplicaron 30 pl de la fraccidon o subfraccion disuelta en dimetilsufoxido
(DMSO) con una concentracion de 0,5 mg/pozo, utilizando como control positivo 150 pl
de vancomicina o 125 pl de trimetoprima-sulfametoxazol y como control negativo 30 pl
DMSO. Posteriormente, las cajas se incubaron a 37 °C durante 72 horas en
anaerobiosis (sobre de anaerogen, Oxoid 5 L). La lectura de la prueba se realiz6 usando
como indicador de viabilidad bacteriana Sal de Tretazolium (MTT) [34] para asi
determinar la presencia o no de zonas de inhibicion y el tamafio de las mismas. Cada

ensayo se realizé por duplicado.

3. Evaluacién microbioldgica de las fracciones negativas y positivas con _menor

volumen por pozo: Posteriormente de obtener los primeros resultados de actividad

antimicrobiana, se opto por realizar dos ensayos los cuales incluian evaluar las
fracciones negativas con el doble de la concentracion (1 mg/pozo) que el ensayo inicial
(0,5 mg /pozo) y por otra parte se evaluaron las fracciones y subfracciones activas con
menor volumen, siendo en este caso 20 pl. Esta evaluacion se ejecuto bajo los mismos

pardmetros de la evaluacién microbiolégica inicial.

4. Determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria: La(s) fraccion(es) activa(s),

fueron evaluadas microbiol6gicamente con el método de difusion en pozo, a un rango de
concentracion decreciente, para reconocer cual es la minima concentracion de la
fraccibn que inhibe el crecimiento visible de los microorganismos (Streptococcus
sobrinus (CIO 428), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Staphylococcus aureus (CIO
322) y Escherichia coli (CIO 325)).

5. Estudio _guimico preliminar: Para la realizacion de las pruebas quimicas se

sometieron a las fracciones activas a las pruebas de preliminares con los reactivos de
Lieberman- Burchard (esteroides y esteroles), Salkowski (terpenos), Baljet (Terpenos-
esteroles),Hidroxamato  (Sesquiterpenos), Shinoda (Flavonoides),Cloruro  férrico
(flavonoides y fenoles), Antrona (glicosidos de flavonoides y terpenos), Dragendroff

(alcaloides), asi como se realizo la prueba de Espuma (saponinas) (Anexo 6).

5.5. ESTRATEGIA DE ANALISIS: El andlisis de los datos se llevo a cabo con
estadistica descriptiva, mediante la obtencién de media, desviacion estandar y

varianza de los datos de los halos de inhibicién.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de las fracciones y subfracciones: A partir del extracto etandlico
inicialmente elaborado, se obtuvieron fracciones de Hex, Tol, CH,CL, y BUOH. Ademas
se realizd6 fraccionamiento del fléculo etandlico, de este se obtuvieron ocho
subfracciones, las cuales fueron Hex: AcOEt (8:2), Hex:AcOEt (7:3), Hex: AcOEt (6:4),
Hex: AcOEt (1:1), Hex: AcOEt (3:7), AcOEt, EtOH y EtOH (extraccion discontinua).
Posteriormente, se realizaron placas cromatograficas a cada una de las fracciones y
subfracciones, para asi de este modo identificar diferencias y similitudes entre ellas, por
medio de este método se logré identificar que las fracciones Hex:AcOEt (7:3) y Hex:
AcOEt (6:4), eran iguales, por lo que se procedid a realizar los estudios microbioldgicos

y quimicos uniendo las dos fracciones (Anexo 4).

6.2 Evaluacion microbiolégica de fracciones y subfracciones obtenidas

6.2.1 Evaluacion microbiolégica de fracciones obtenidas por fraccionamiento
liquido/ liquido del extracto etandlico: La evaluacion microbiologica de estas fracciones
se realiz6 a una concentracion de 0,5 mg/pozo, encontrando una mayor inhibicién con la
fraccion CH,CI, para tres de los microorganismos evaluados (S. mutans, S. sobrinus y
S.aureus), para E. coli la Unica fraccion que inhibié su crecimiento fue EtOH (Tabla 1.

Anexo 5, figura 5).

6.2.2 Evaluacién microbiolégica de subfracciones obtenidas por fraccionamiento
por columna del floculo etandlico: La evaluacién microbiol6gica de estas subfracciones
se realizé a una concentraciébn de 0,5 mg/pozo. Se obtuvieron varias subfracciones
activas para cada microorganismo, para S.mutans y S.sobrinus, la subfraccién con mayor
actividad fue Hex:AcOEt(l:1),para S.aureus se obtuvo Hex:AcOEt (7:3-6:4) como
subfracciébn con mayor actividad y para E.coli la Unica subfraccién activa fue EtOH.
(Tabla 1. Anexo 5, figura 5).
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Tabla 2. Halos de susceptibilidad en mm (promedio de replicas) producidos contra S. mutans, S. sobrinus, S.
aureus y E. coli, al ser enfrentados a las fracciones obtenidas por método de fraccionamiento liquido/liquido
del extracto etandlico y las subfracciones obtenidas del floculo etandlico.

Fraccion Microorganismos
S. mutans | S. sobrinus | S. aureus | E. coli
Hexano 0 mm 0 mm 14,5 mm 0 mm
Tolueno 0 mm 0 mm 16 mm 0mm
CH,CL, 15 mm 16 mm 18,5 mm 0mm
BuOH 0 mm 0 mm 8,5 mm 0 mm
Hex: AcOEt (8:2) 13,5 mm 11 mm 16 mm 0mm
Hex:AcOEt (7:3 - 6:4) 10 mm 7 mm 18,5 mm 0mm
Hex: AcOEt (1:1) 14,5 mm 12,5 mm 16,5 mm 0mm
Hex: AcOEt (3:7) 0mm 0mm 17,5 mm 0mm
AcOEt 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm
EtOH 11 mm 0 mm 0 mm 11,5 mm
EtOH directo 0 mm 0 mm 13 mm 0mm
Control positivo, Vancomicina 20 mm 23 mm 27,50 mm 0 mm
Control positivo, Trimetoprima-sulfametoxazol 17 mm 24,5 mm 20 mm 48,5 mm
Control negativo 0 mm 0 mm 0mm 0mm

| | Fracciones que presentan mayor actividad.

6.3. Evaluacion de fracciones que presentaron y no presentaron actividad

antimicrobiana en la evaluacioén inicial

6.3.1 Evaluacion microbiolégica de fracciones por método fraccionamiento
liguido/liquido del extracto etandlico y subfracciones obtenidas por fraccionamiento
por columna del floculo etandlico, que presentaron actividad antimicrobiana: Luego
de realizar las primeras evaluaciones se establecieron las fracciones activas para cada
microorganismo, la evaluacion microbiolégica se realizO a una concentracion de 0,5
mg/pozo, teniendo una variacion en la cantidad de cada pozo de 20 pl. Los resultados
obtenidos mostraron que la fraccibn Hex:AcOEt (7:3-6:4) tuvo mayor actividad
antimicrobiana para S. mutans, la fraccién CH,Cl, tuvo mayor actividad para S. sobrinus,
con respecto a S. aureus la fraccion con mayor actividad fue la AcOEt y para E.coli la Gnica

fraccion evaluada no dio actividad (Tabla 2. Anexo 5, figura 6).

6.3.2 Evaluacion microbiolégica de fracciones por método fraccionamiento
liquido/liquido del extracto etandlico y subfracciones obtenidas por fraccionamiento
por columna del floculo etandlico, que no presentaron actividad antimicrobiana:

Luego de realizar las primeras evaluaciones se establecieron las fracciones que no
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presentaron actividad para cada microorganismo, la evaluacion microbioldgica se realiz6 a
una concentracion de 1 mg/pozo. Los resultados mostraron como fracciones que se les
duplico la concentracion inicial llegaron a presentar inhibicion bacteriana, siendo de esta
forma la fraccion con mayor actividad para S. mutans Hex:AcOEt (3:7), para S. sobrinus la
fraccion tolueno fue la que presentd mayor actividad, para S. aureus solo se midi6 la
fraccion EtOH, la cual fue la Unica que no present6 actividad en el ensayo de 0,5 mg/pozo,
en este caso duplicando la concentracion si ejercio inhibicion frente a la bacteria y por su
parte ninguna de las fracciones y subfracciones evaluadas dio actividad positiva para
inhibicion de E.coli (Tabla 2. Anexo 5, figura 6).

Tabla 3. Halos de susceptibilidad en mm (promedio de replicas) producidos contra S. mutans, S. sobrinus, S.
aureus y E. coli, al ser enfrentados a las fracciones obtenidas por método de fraccionamiento liquido/liquido
del extracto etandlico y obtenidas del fraccionamiento por columna del floculo etandlico, con actividad

antimicrobiana positiva y negativa en la primera evaluacion.

Fraccioén Microorganismos

S. mutans | S.sobrinus | S. aureus E. coli

Hexano 12,5 mm 12,5 mm 12,5 mm 0 mm

Tolueno 13 mm 14 mm 13,5 mm 0 mm

CH,CL, 13,5 mm 17 mm 15 mm 0 mm

BuOH 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Hex: AcOEt (8:2) 13 mm 11 mm 15 mm 0 mm
Hex:AcOEt (7:3-6:4) 16 mm 13 mm 14 mm 0 mm
Hex: AcOEt (1:1) 12 mm 13,5 mm 13 mm 0 mm

Hex: AcOEt (3:7) 14 mm 9,5 mm 12 mm 0 mm
AcOEt 11,5 mm 13 mm 17 mm 0 mm

EtOH 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

EtOH directo 0 mm 0 mm 11 mm 0 mm

Control positivo, Vancomicina 24 mm 25 mm 15 mm 0mm
Control positivo, Trimetoprima-sulfametoxazol 23 mm 21 mm 16 mm 30 mm
Control negativo 0 mm 0 mm 0 mm 0mm

Datos arrojados de las fracciones y subfracciones que NO presentaron actividad antimicrobiana en la primera evaluacion.

Fracciones que presentaron mayor actividad.

6.4 Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI): Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos luego de las evaluaciones realizadas de las fracciones del extracto etandlico y
subfracciones del fléculo etandlico, se llevo a cabo la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria para cada una de estas. Se evaluaron concentraciones de 0.1

mg/pozo, 0.25 mg/pozo, 0.75 mg/pozo, 2 mg/pozo y 5 mg/pozo, los resultados se
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muestran en la Tabla 3, los datos completos se encuentran en el anexo 3. (Anexo 5,

figura 7)

Tabla 4. Datos de Concentracion Minima Inhibitoria arrojados luego de la evaluacion de cada una de las
concentraciones de fracciones del extracto etandlico y subfracciones del fléculo etandlico frente a cada

uno de los microorganismos.

Fracciones Microorganismos y sus respectivas CMI (mg/pozo)
S. mutans S. sobrinus S. aureus E. coli
Hexano 0,75 0,75 0,1 2
Tolueno 0,25 0,5 0,1 2
CHCl, 0,5 0,25 0,1 2
BuOH 2 2 0,1 2
Hex:AcOEt (8:2) 0,1 0,1 0,1 2
Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 0,25 0,1 0,1 2
Hex:AcOEt (1:1) 0,1 0,1 0,1
Hex:AcOEt (3:7) 0,75 0,75 0,1
AcOEt 0,75 0,5 0,1
EtOH directo 2 0,5
EtOH 0,5 0,1 0,5

I:l Subfracciones que NO presentaron actividad antimicrobiana contra los microorganismos respectivos.

6.5. Pruebas quimicas preliminares: Se tomo cada una de las fracciones del extracto
etandlico y las subfracciones del floculo etandlico y se realizaron las nueve pruebas
quimicas preliminares, siendo negativa la prueba Lieberman-Burchard para todas las
fracciones y subfracciones, Salkowski negativa para fracciones Hex y Tol y positiva para
las demas de fracciones, Baljet positiva para todas las fracciones y subfracciones, prueba
de Hidroxilamina negativa solo para dos subfracciones Hex:AcOEt (8:2) y para EtOH
directo, Shinoda todas las fracciones y subfracciones presentaron formacién de gas la
fraccion CH,CI, fue la Unica que presentd el color caracteristico, prueba de cloruro férrico
resulto negativa para las fracciones Hex y Tol y para la subfraccion Hex:AcOEt (8:2), la
prueba Antrona resulto positiva solo para las fracciones (Hex, Tol, CH,CL, y BuOH),
Dragendrof resulto positiva solo para las fracciones Tol y CH,Cl, y para la subfraccion
AcOEt y por ultimo la prueba de espuma resulto positiva solo para las fracciones CH,CL,
y BUOH y para las subfracciones Hex:AcOEt (8:2) y EtOH (Tabla 4. Anexo 5, figura 7).
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Tabla 5. Pruebas Quimicas Preliminares de cada una de las fracciones del extracto etandlico y

subfracciones del fléculo etandlico

Pruebas Quimicas Preliminares
) Lieberman- | Salkowski Baljet Cloruro Antrona
Fracciones y Burchard Hidroxilamina Shinoda férrico (Glicosidos de | Dragendrof | Espuma
Subfracciones | (Esteroides (Terpenos- (Flavonoides y | flavonoides y
y Esteroles) | (Terpenos) | esteroles) | (Sesquiterpenos) | (Flavonoides) fenoles) terpenos) (Alcaloides) | (Saponinas)

Hex - - + + -* - + - -
Tol - - + + -* - + -
CH,CL, - + + + + + + +
BuOH - + + + -* + + - +
Hex:AcOEt (8:2) - + + - * - - R +
Hex:AcOEt (7:3) - + + + * + - R _
Hex:AcOEt (1:1) - + + + * + - R i
Hex:AcOEt (3:7) - + + + -* + - - -
AcOEt - + + + -* + - + -
EtOH - + + + -* + - - +
EtOH dir. - + + - -* + - - -

*: Presencia de gas pero no formacién de color. Prueba Negativa: -, Prueba Positiva: +

7. DISCUSION

Han sido muchos los estudios realizados a través del tiempo los cuales han permitido
establecer que extractos de diferentes especies vegetales muestran actividad
antimicrobiana frente a microorganismos de cavidad bucal, es el caso de las familias
Fabaceas [35][36], Asteracea [37], Vitaceae [38],

Myristicaceae [41], Rubiaceae [42] [43]; entre otras, de la familia Rubiacea se ha

Rosaceae [39], Moraceae [40],
estudiado la especie Isertia laevis, la cual ha demostrado tener actividad antimicrobiana
contra dichos microorganismos [13] [32], y la especie Elaeagia utilis, la cual también fue

estudiada y demostrada su actividad antimicrobiana por Aldana J. (2010) [14].

En este estudio se evalud la actividad antimicrobiana de hojas de Elaeagia utilis frente a
S. mutans, S. sobrinus, S aureus y E. coli, los cuales son agentes causales de caries
dental y enfermedades periodontales. Teniendo en cuenta los resultados encontrados, en
la evaluacion microbiol6gica se pudo observar de manera general que aunque fueron
muchas las fracciones y subfracciones que presentaron actividad, la fraccion CH,CL, fue
la que presenté mayor actividad antimicrobiana frente a S. mutans, S. sobrinus, S. aureus
y E. coli teniendo como CMI 0,5 mg/pozo, 0,25 mg/pozo, 0,1 mg/pozo y 2 mg/pozo
respectivamente. Los resultados de S. mutans y S. sobrinus concuerdan con lo reportado
por Aldana J.; 2010 [14], ya que su estudio incluia estos dos microorganismos, donde la

fraccion CH,Cl, también presenté mayor actividad encontrando halos de inhibiciéon de 15
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mm y 17 mm. En cuanto a S.aureus y E. coli no se tiene registro de estudios de actividad
antimicrobiana con la especie Elaeagia utilis por lo que no hay pardmetros directos de
comparacion en cuanto a resultados, pero este estudio logro aportar que esta especie

vegetal tiene actividad antimicrobiana contra dichos microorganismos.

Segun More G. et al; 2008 [6] quienes realizaron un estudio con extractos etandélicos de
ocho plantas tradicionalmente usadas en el tratamiento de enfermedades bucodentales
en el sur de Africa, las bacterias Gram negativas resultan mas resistentes a los extractos
de ciertas plantas esto también lo comprobd Zohri A. et al (1998) [44], quien determino
que las bacterias Gram positivas presentaban mayor actividad de inhibicion a partir de
extractos vegetales, mientras que las Gram negativas no, esto debido a la gran cantidad
de mecanismos de resistencia con los que cuentan [45], es asi como en los estudios
muestran halos de inhibicion muy pequefios [44]. Esto explica porque las bacterias Gram
positivas (S. mutans, S. sobrinus y S. aureus) evaluadas en este estudio arrojaron
mayores datos de inhibicibn con menores concentraciones que la bacteria Gram negativa
(E.coli), ya que, aungque esta presentd mayor inhibicién por parte de la fraccibn CH,CL,,
dicha fraccion tuvo que ser aumentada mas del doble para que evidenciara actividad
antimicrobiana (15 mm) (Anexo 3), cabe resaltar que la fraccibn EtOH también dio
actividad positiva pero esta con menor concentracion (0,5 mg/pozo) sin embargo, no fue
mayor la inhibicién que la presentada por la fraccion CH,CL..

De acuerdo con estudios realizados [43], existen varios géneros de la familia Rubiaceae
con actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli especificamente algunos de ellos son
Benkara malabérica, Anthium dicoccum, Haldina cordifolia, entre otras. Realizado este
estudio se puede establecer que la especie Elaeagia utilis también tiene actividad
antimicrobiana contra esta bacteria generada por la accion de la fraccion CH,CL,
(2mg/pozo) obtenida a partir del extracto etandlico, la cual genero la formacion de un halo
de 15 mm (Tabla 1). Para S. aureus también se habian realizado estudios con especies
de la familia Rubiacea, [42], mas especificamente la especie Hamelia patens, la cual fue
comprobada su actividad contra dicho microorganismo, en este caso este estudio permite
establecer que la especie Elaeagia utiilis perteneciente a la familia Rubiacea también
presenta actividad antimicrobiana frente a este microorganismo, siendo el més sensible
en el estudio debido a que la mayoria los extractos lo inhibieron. En cuanto S. mutans y S.
sobrinus, con este estudio se reafirma la actividad antimicrobiana de extractos vegetales a

partir de las hojas de Elaeagia utilis por parte de la fraccion CH,CL,, asi como en el
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estudio de Aldana J.; 2010 [14], lo que conlleva asi mismo a establecer reproducibilidad

de dichos resultado.

S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y E.coli son anaerobios facultativos [46] [47], por lo que
se incubaron en condiciones de anaerobiosis. Debido a que los extractos vegetales estan
constituidos por sustancias de diversas caracteristicas, no es posible comparar su
potencia con respecto al control positivo, solo se puede determinar para cada
microorganismo el grado de actividad del extracto en relacion con el control positivo, es
decir a la presencia y tamafio de las zonas de inhibicibn [42]. Los controles positivos
utilizados fueron la vancomicina el cual es un antibiotico glicopéptido de espectro reducido
que actia con gran eficacia frente a bacterias Gram positivas inhibidor de la sintesis de
peptidoglicano [48] y Trimetoprima-sulfametoxazol, perteneciente a las sulfamidas de
amplio espectro, el cual actia bloqueando la ruta de sintesis del acido félico con igual
efectividad en bacterias Gram negativas y Gram positivas [48]

Los metabolitos secundarios, son productos naturales que se diferencian de los primarios
en que no son esenciales para la vida del organismo y tienen funciones particulares, a las
que se les asocia con actividad antimicrobiana en algunos casos, es por ello que se
realizaron las pruebas quimicas preliminares para asi establecer que compuestos
pertenecian a cada una de las fracciones y subfracciones, segun los resultados obtenidos
(Tabla 4) se puede ver que se encontr6 presencia de fenoles, a los cuales se les ha
asociado su actividad antimicrobiana con la inhibiciébn enzimatica por los compuestos
oxidados, se evidenci6 la presencia de flavonoides los cuales estan relacionadas con la
formacion de complejos con las proteinas solubles y con la pared bacteriana lo que causa
inactivacion de la misma, alcaloides los cuales al parecer tienen como mecanismo de
accion la intercalacion entre la pared celular y el DNA del microorganismo [49]. Teniendo
en cuenta la fraccion que presentd la mayor actividad antimicrobiana (CH,Cl,) se puede
decir que esta contiene bastantes metabolitos secundarios los cuales posiblemente
podrian ser los responsables de la inhibicibn de S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y
E.coli. En cuanto a E.coli, la cual demostrd cierta resistencia ante los extractos se ha
establecido que las saponinas poseen la capacidad de inhibir su crecimiento [49], esto
explicaria el porqué las fracciones que presentaron inhibicibn ante esta bacteria Gram
negativa ejercieron dicha actividad antimicrobiana. Por otro lado se tienen registros que
en la familia Rubiacea las especies que tienen actividad antimicrobiana presentan

triterpenos como componente mayoritario [50], dichos componentes efectivamente se
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encuentran presentes en muchas de las fracciones y subfracciones que presentaron

actividad frente a los microorganismos.
8. CONCLUSIONES

1. Las fracciones y subfracciones aisladas de hojas de Elaeagia utilis evidenciaron
actividad antimicrobiana contra las cepas de Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Staphylococuus aureus y E. coli, lo que hace de esta especie una
importante fuente de compuestos con actividad antimicrobiana frente a

microorganismos causales de caries dental y enfermedades periodontales.

2. Se estableci6 que la fraccion CH,CL,, fue la que tuvo mayor actividad

antimicrobiana para S. mutans, S. sobrinus, S. aureus y E. coli.

3. Se logr6 establecer para cada una de las fracciones y subfracciones la

concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a cada uno de los microorganismos.

4. Se determin6 para cada una de las fracciones y subfracciones los componentes
quimicos relevantes, los cuales podrian ser los causales de la actividad

antimicrobiana.

5. A partir del estudio realizado se puede concluir que este tipo de evaluacion es
reproducible debido a que los resultados obtenidos fueron iguales a los obtenidos
por Aldana, J. (2010), en cuanto a la evaluacién de la actividad antimicrobiana

frente a S. mutans y S. sobrinus.
9. RECOMENDACIONES

A partir de los datos recolectados se recomienda purificar los componentes activos de
las fracciones que resultaron activas para asi establecer los compuestos responsables

de la actividad antimicrobiana.

Realizar estudios in vivo para de esta forma evaluar la actividad antimicrobiana contra

los microorganismos causales de la caries dental y enfermedades periodontales.

Evaluar y establecer posibles efectos secundarios que causen dichos extractos o

componentes activos sobre los pacientes.
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Usar las fracciones activas encontradas en este estudio para evaluar otros

microorganismos causales de patologias a nivel de cavidad bucal.
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ANEXOS

Anexo 1

Andlisis Estadistico

Tabla 1. Andlisis estadistico de la primera evaluacion de actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del extracto etandlico y

subfracciones obtenidas por el fraccionamiento por columna del floculo etandlico

Microorganismo Hex:AcOEt | Hex:AcOEt | Hex:AcOEt | Hex:AcOEt EtOH

Hex | Tol |CH,CL,|BuOH (8.2) (7:3) (1:1) (3:7) AcOEt Direc. |EtOH | Trimet.| Vanc. | DMSO

S. mutans Replica 1 0,00 | 0,00 | 15,00 | 0,00 12,00 10,00 14,00 0,00 0,00 0,00 12,00 16,00 | 20,00 | 0,00

Replica 2 0,00 | 0,00 | 15,00 | 0,00 15,00 10,00 15,00 0,00 0,00 0,00 10,00 | 18,00 | 20,00 | 0,00

Media 0,00 | 0,00 | 15,00 | 0,00 13,50 10,00 14,50 0,00 0,00 0,00 11,00 17,00 | 20,00 | 0,00

Des.estandar 0,00 | 0,00 0,00 0,00 2,12 0,00 0,71 0,00 0,00 0,00 1,41 | 1,41 0,00 | 0,00

Coef. variacion 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,13 | 0,00 0,00 | 0,00

% Inhibicion Vanc. | 0,00 | 0,00 | 75,00 | 0,00 67,50 50,00 72,50 0,00 0,00 0,00 55,00 | 100,00 | 100,00| 0,00

% Inhibicion Trimet. [ 0,00 | 0,00 | 88,24 | 0,00 79,41 58,82 85,29 0,00 0,00 0,00 64,71 | 100,00 | 100,00 | 0,00

S. sobrinus Replica 1 0,00 | 0,00 | 15,00 | 0,00 12,00 8,00 12,00 0,00 0,00 0,00 12,00| 26,00 | 24,00 | 0,00

Replica 2 0,00 | 0,00 | 17,00 | 0,00 10,00 6,00 13,00 0,00 0,00 0,00 10,00 | 23,00 | 22,00 | 0,00

Media 0,00 | 0,00 | 16,00 | 0,00 11,00 7,00 12,50 0,00 0,00 0,00 10,00 | 24,50 | 23,00 | 0,00

Des.estandar 0,00 | 0,00 1,41 0,00 1,41 1,41 0,71 0,00 0,00 0,00 10,00| 2,12 1,41 0,00

Coef. variacion 0,00 | 0,00 0,09 0,00 0,13 0,20 0,06 0,00 0,00 0,00 10,00 | 0,09 0,06 | 0,00

% Inhibicion Vanc. | 0,00 | 0,00 | 69,57 | 0,00 47,83 30,43 54,35 0,00 0,00 0,00 10,00 | 100,00 | 100,00 | 0,00

% Inhibicion Trimet. [ 0,00 | 0,00 | 65,31 | 0,00 44,90 28,57 51,02 0,00 0,00 0,00 10,00| 100,00 | 100,00 | 0,00




S. aureus Replica 1 14,00|16,00| 19,00 | 800 | 16,00 18,00 16,00 17,00 | 1500| o000 |13.00| 20,00 | 28,00 | 0,00
Replica 2 15,00(16,00| 18,00 | 9,00 | 16:00 19,00 17,00 1800 |17,00| o000 [1300| 20,00 | 27,00 | 0,00

Media 14550 |16,00| 1850 | 850 | 16,00 18,50 16,50 1750 | 16,00 | 000 [13,00] 20,00 | 27,50 | 0,00

Des.estandar | 071 [ 0,00 | 0,71 | 0,71 000 1 071 0,71 0,71 141 | 000 |o000]| 000 | 000 | 000

Coef. variacion | 0,05 [ 0,00 | 004 | 008 0,00 0,04 0,04 0,04 009 | 000 |000]| 000 | 000 | 000

% Inhibicion Vanc. |52,73|58,18| 67,27 | 30,91 | 58,18 67,27 60,00 6364 |5818| 000 |[47,27 10000 10000| 0,00

% Inhibicion Trimet. | 72,50 | 80,00| 92,50 | 42,50 | 80,00 92,50 82,50 8750 | 80,00| 0,00 |6500]|10000]100,00] 0,00

E.coli Replica 1 0,00 [ 0,00 | 000 | 000 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 [1000]| 60,00 | 0,00 | 0,00
Replica 2 0,00 [ 0,00 | 000 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 000 |1300] 37,00 | 0,00 | 0,00

Media 0,00 | 0,00 | 000 | 000 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 |11,50| 4850 | 0,00 | 0,00

Des.estandar | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 |212]| 1626 | 0,00 | 0,00

Coef. variacion | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 |018]| 034 | 0,00 | 0,00

% Inhibicion Vanc. | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 000 |o000]|20000]| 000 | 0,00

% Inhibicion Trimet. | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 [2371]10000] 0,00 | 0,00

Des. Estandar: Desviacion Estandar; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion; % Inhibicion Vanc: % Inhibicién de Vancomicina; % Inhibicion Trimet: %Inhibicion Trimetoprima-

sulfametoxazol; Trimet: Trimetoprima-sulfametoxazol; Vanc: Vancomicina.

Tabla 2. Andlisis estadistico de la segunda evaluacion de actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del extracto etandlico
y subfracciones obtenidas por el fraccionamiento por columna del floculo etandlico, que presentaron y no presentaron actividad

antimicrobiana.




Microorganismo Hex:AcOEt | Hex:AcOEt | Hex:AcOEt | Hex:AcOEt EtOH

Hex Tol | CH,CL, |BuOH (8.2) (7:3) (1:1) (3:7) AcOEt | Direc. | EtOH | Trimet. | Vanc. | DMSO

S. mutans Replica 1 12,00 | 11,00 13,00 0,00 13,00 16,00 12,00 14,00 12,00 0,00 0,00 22,00 | 25,00 0,00

Replica 2 13,00 | 15,00 | 14,00 | 0,00 13,00 16,00 12,00 14,00 11,00 | 0,00 | 0,00 | 24,00 | 23,00 | 0,00

Media 12,50 | 13,00 13,50 0,00 13,00 16,00 12,00 14,00 11,50 0,00 0,00 23,00 | 24,00 0,00

Des.estandar 0,71 2,00 0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,71 0,00 | 0,00 1,41 1,41 0,00

Coef. variacion 0,06 0,15 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00

% Inhibicion Vanc. | 52,08 | 54,17 | 56,25 | 0,00 54,17 66,67 50,00 58,33 47,92 | 0,00 | 0,00 | 100,00 |100,00| 0,00

% Inhibicion Trimet. | 54,35 | 56,52 | 58,70 | 0,00 56,52 69,57 52,17 60,87 50,00 | 0,00 | 0,00 | 100,00 | 100,00| 0,00

S. sobrinus Replica 1 12,00 | 15,00 | 16,00 | 0,00 13,00 11,00 12,00 11,00 14,00 | 0,00 | 0,00 | 21,00 | 24,00 | 0,00

Replica 2 13,00 | 13,00 | 18,00 | 0,00 9,00 15,00 15,00 8,00 12,00 | 0,00 | 0,00 [ 21,00 | 26,00 | 0,00

Media 12,50 | 14,00 | 17,00 | 0,00 11,00 13,00 13,50 9,50 13,00 | 0,00 | 0,00 | 21,00 | 25,00 | 0,00

Des.estandar 0,50 1,41 1,41 0,00 2,83 2,83 2,12 2,12 1,41 0,00 | 0,00 0,00 1,41 0,00

Coef. variacion 0,04 | 0,10 0,08 0,00 0,26 0,22 0,16 0,22 0,11 0,00 | 0,00 0,00 0,06 0,00

% Inhibicion Vanc. | 50,00 | 56,00 | 68,00 | 0,00 44,00 52,00 54,00 38,00 52,00 | 0,00 | 0,00 | 100,00 |100,00| 0,00

% Inhibicion Trimet. | 59,52 | 66,67 | 80,95 | 0,00 52,38 61,90 64,29 45,24 61,90 | 0,00 | 0,00 | 100,00 {100,00{ 0,00

S. aureus Replica 1 14,00 | 15,00 | 18,00 | 0,00 20,00 17,00 16,00 15,00 16,00 | 11,00 | 0,00 | 16,00 | 14,00 | 0,00

Replica 2 11,00 | 12,00 12,00 0,00 10,00 11,00 10,00 9,00 18,00 | 11,00 | 0,00 16,00 | 16,00 0,00

Media 12,50 | 13,50 | 15,00 | 0,00 15,00 14,00 13,00 12,00 17,00 | 11,00 | 0,00 | 20,00 | 27,50 | 0,00

Des.estandar 2,12 2,12 4,24 0,00 7,07 4,24 4,24 4,24 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Coef. variacion 0,17 0,16 0,28 0,00 0,47 0,30 0,33 0,35 0,08 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00

% Inhibicion Vanc. 45,45 | 49,09 54,55 0,00 54,55 50,91 47,27 43,64 61,82 | 40,00 | 0,00 | 100,00 | 100,00 0,00

% Inhibicion Trimet. | 62,50 | 67,50 | 75,00 | 0,00 75,00 70,00 65,00 60,00 85,00 | 55,00 | 0,00 | 100,00 | 100,00| 0,00

E.coli Replica 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00 | 30,00 0,00 0,00

Replica 2 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 13,00 30,00 | 0,00 0,00

Media 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,50 | 30,00 0,00 0,00

Des.estandar 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,12 0,00 0,00 0,00

Coef. variacion 000 | 0,00 | 000 | o000 | @00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 | 018 | 000 | 0,00 | 000




% Inhibicion Vanc. 0,00

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
38,33

100,00
100,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00 0,00
0,00 0,00

% Inhibicion Trimet.

Datos arrojados de las fracciones y subfracciones que NO presentaron actividad antimicrobiana en la primera evaluacién; Des. Estandar: Desviacion Estandar; Coef. Variacion: Coeficiente
de variacion; % Inhibicién Vanc: % Inhibicién de Vancomicina; % Inhibicion Trimet: %lInhibicion Trimetoprima-sulfametoxazol; Trimet: Trimetoprima-sulfametoxazol; Vanc: Vancomicina.




Tabla 3. Andlisis estadistico de la Concentraciéon Minima Inhibitoria de las fracciones obtenidas del extracto

etandlico y subfracciones obtenidas por el fraccionamiento por columna del floculo etandlico.

Parametros
estadisticos
Concentracion | Replica 1l | Replica 2

Microorganismo Fraccién (mg/pozo) (mm) (mm) Media | Desv. | Coef.
Hex 075 12,00 10,00 11,00 1,41 0,13
Tol 0,25 9,00 9,00 9,00 0,00 0,00
CH,CL, 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BuOH 2 9,00 10,00 9,50 0,71 0,07
5 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (8:2) 0,25 15,00 12,00 13,50 2,12 0,16
S. mutans 0,1 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 0,25 9,00 9,00 9,00 0,00 0,00
0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (1:1) 0,25 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
0,1 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (3:7) 0,75 11,00 13,00 12,00 1,41 0,12
AcOEt 0,75 8,00 10,00 9,00 1,41 0,16
EtOH directo 2 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
5 11,00 13,00 12,00 1,41 0,12
EtOH 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hex 0,75 9,00 10,00 9,50 0,71 0,07
Tol 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CH,CL, 0,25 15,00 16,00 15,50 0,71 0,00
0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BuOH 2 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
5 11,00 11,00 11,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (8:2) 0,25 13,00 15,00 14,00 1,41 0,10
S. sobrinus 0,1 11,00 10,00 10,50 0,71 0,07
Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 0,25 11,00 10,00 10,50 0,71 0,07
0,1 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (1:1) 0,25 12,00 11,00 11,50 0,71 0,06
0,1 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
Hex:AcOEt (3:7) 0,75 11,00 11,00 11,00 0,00 0,00
AcOEt 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EtOH directo 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EtOH 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hex 0,25 15,00 13,00 14,00 | 1,41 | 0,10
0,1 10,00 9,00 9,50 0,71 0,07
Tol 0,25 15,00 13,00 14,00 1,41 0,10
0,1 15,00 11,00 13,00 2,83 0,22




CH,CL, 0,25 17,00 15,00 16,00 1,41 0,09

0,1 13,00 10,00 11,50 2,12 0,18

BuOH 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Hex:AcOEt (8:2) 0,25 16,00 10,00 13,00 4,24 0,33
0,1 15,00 9,00 12,00 4,24 0,35

S. aureus Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 0,25 16,00 10,00 13,00 4,24 0,33
0,1 15,00 9,00 12,00 4,24 0,35

Hex:AcOEt (1:1) 0,25 15,00 15,00 15,00 0,00 0,00
0,1 15,00 15,00 15,00 0,00 0,00

Hex:AcOEt (3:7) 0,25 16,00 14,00 15,00 1,41 0,09
0,1 12,00 12,00 12,00 0,00 0,00

AcOEt 0,25 11,00 11,00 11,00 0,00 0,00

0,1 9,00 11,00 10,00 1,41 0,14

EtOH directo 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EtOH 0,25 11,00 11,00 11,00 0,00 0,00

0,1 9,00 9,00 9,00 0,00 0,00

Hex 2 11,00 13,00 12,00 1,41 0,12

5 15,00 11,00 13,00 2,83 0,22

Tol 2 15,00 10,00 12,50 3,54 0,28

5 15,00 15,00 15,00 0,00 0,00

CH,CL, 2 14,00 16,00 15,00 1,41 0,09

5 16,00 16,00 16,00 0,00 0,00

BuOH 2 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00

5 9,00 9,00 9,00 0,00 0,00

Hex:AcOEt (8:2) 2 12,00 12,00 12,00 0,00 0,00
5 12,00 12,00 12,00 0,00 0,00

E.coli Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 2 9,00 11,00 10,00 1,41 0,14
5 12,00 12,00 12,00 0,00 0,00

Hex:AcOEt (1:1) 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Hex:AcOEt (3:7) 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

AcOEt 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

EtOH directo 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

EtOH 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Anexo 2.

Compendio de datos de la Concentracién Minima Inhibitoria.

Tabla 4. Datos concernientes a la evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de

las fracciones obtenidas del extracto etandlico y subfracciones obtenidas por el

fraccionamiento por columna del floculo etandlico.

Microorganismos Fracciones Concentraciones (mg/pozo)
CMI
0,1 0,25 0,75 2 5 (mg/pozo)

Hexano 11 mm 0,75
Tolueno 9 mm 0,25
CH.ClI, 0mm 0mm 0,5

BuOH 9,5 mm 10 mm 2
Hex:AcOEt (8:2) 10 mm | 13,5mm 0,1
S. mutans Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 0 mm 9mm 0,25
Hex:AcOEt (1:1) 10 mm 10 mm 0.1
Hex:AcOEt (3:7) 12 mm 0,75
AcOEt 9 mm 0,75

EtOH directo 10 mm 12 mm 5
EtOH 0 mm 0 mm 05
Hexano 9,5mm 0,75
Tolueno 0 mm 05
CHCl, 0mm 15,5 mm 0,25

BuOH 10 mm 11 mm 2

Hex:AcOEt (8:2) 10,5mm | 14 mm 01

S. sobrinus Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 10mm | 10,5mm 0.1
Hex:AcOEt (1:1) 10mm | 11,5 mm 0.1
Hex:AcOEt (3:7) 11 mm 075
AcOEt 0mm 05

EtOH directo 0 mm 0mm
EtOH 0mm 0mm

Hexano 0,5 mm 14 mm 0,1

Tolueno 13 mm 14 mm 0,1

CH.Cl, 11,5mm | 16 mm 0,1

BuOH 0mm 0mm 0,1

Hex:AcOEt (8:2) 12 mm 13 mm 0,1

S. aureus Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 12 mm 13 mm 0,1
Hex:AcOEt (1:1) 15 mm 15 mm 0.1

Hex:AcOEt (3:7) 12 mm 15 mm 01

AcOEt 10 mm 11 mm 0.1




EtOH directo

0 mm

0,5
EtOH 9 mm 11 mm 0.1
Hexano 12 mm 13 mm 2
Tolueno 125mm | 15mm 2
CH,Cl, 15mm 16 mm 2
BuOH 9 mm 10 mm 2
Hex:AcOEt (8:2) 12 mm 12 mm 2
E. coli Hex:AcOEt (7:3 -6:4) 10 mm 12 mm 2
Hex:AcOEt (1:1) 0mm 0 mm
Hex:AcOEt (3:7) 0mm 0 mm
AcOEt 0mm 0 mm
EtOH directo 0mm 0mm
EtOH 0 mm 0 mm

I:l Concentraciones que no se midieron debido a las determinaciones de los ensayos iniciales.




Anexo 3.

Figura 1 - 2. Graficas de barras de la evaluacion microbiolégica.

Halos de inhibicién {(mm)

Primera evaluaciéon microbioldgica

M S mutans

W S. sobrinus
M 5. aureus

mE. coli

Fraccionesy subfracciones evaluadas

Figura 1. Primera evaluacion microbioldgica.

Halos de inhibicion {mm)

Segunda evaluacion microbioldgica

M S. mutans
M S. sobrinus
mS. aureus

mE. coli

Fraccionesy subfracciones evaluadas

Figura 2. Segunda evaluacion microbiologica.




Anexo 4.

Figura 3. Registro Fotografico, Cromatografias en placa de cada una de las fracciones

obtenidas del extracto etandlico.

CCD en Silica Gel de las fracciones obtenidas del extracto etandlico.
Fase mévil: CH,CL,:MeOH (9:1)

Fase estacionaria: Silica Gel

Cromatografia Luz de onda larga | Luz de onda corta | Revelado vainillina

1

(Si-gel,
CH2CL2:MeOH (9:1))

1: Fraccién diclorometano

2

(Si-gel,
CH2CL2:MeOH (9:1))

ERES

1: Fraccion tolueno. — 2: Fraccion hexano

Figura 4. Registro Fotografico, Cromatografias en placa de cada una de las subfracciones

del floculo etanolico.
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CCD en Silica Gel de las fracciones de la Cromatografia en Columna al Vacio del Floculo de Etanol

Fase movil:  Eter de Petrdleo : ACOEt (8:2)

Fase estacionaria: Silica Gel

Cromatografia

Luz de onda larga Luz de onda corta

1
(Si-gel,

Eter de
petréleo
:AcOEt (8:2))

Revelado con vainillina

1: Hexano — 2: Hex: AcOEt (8:2) — 3: Hex: AcOEt (8:2)

2
(Si-gel,

Eter de
petréleo
:AcOEt (8:2))

1: Hex: AcOEt (8:2) — 2: Hex: AcOEt (8:2)

3
(Si-gel,

Eter de
petréleo
:AcOEt (8:2))

3: Hex: AcOEt (8:2)

-
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1: Hex: AcOEt (8:2) — 2: Hex: AcOEt (8:2) — 3: Hex: AcOEt (8:2)

4
(Si-gel,

Eter de
petréleo
:AcOEt (8:2))

1: Hex: AcOEt (8:2) — 2: Hex: AcOEt (8:2) — 3: Hex: AcOEt (8:2)

5
(Si-gel,

Eter de
petréleo
:AcOEt (8:2))

1: Hex: AcOEt (8:2) — 2: Hex: AcOEt (8:2) — 3: Hex: AcOEt (7:3)

CCD en RP-18 de las fracciones de la Cromatografia en Columna al Vacio del Floculo de Etanol
Fase mévil: MeOH:CH2CI (10:1)

Fase estacionaria: RP-18

1
(RP-18,

MeOH: CH,Cl,
(10:1))

12



1, 2, 3, 4, 5: Hexano : AcOEt (7:3) 6: Hexano: AcOEt (6:4)

2
(RP-18,

MeOH: CH.Cl,
(10:1))

1: Hexano: AcOEt (7:3) - 2, 3, 4, 5: Hexano : AcOEt (6:4) - 6: Hexano: AcOEt

3
(RP-18,

MeOH: CH,Cl,
(10:1))

(1:1)

4
(RP-18,

MeOH: CHzClz
(10:1))

1, 2, 3: Hexano : AcOEt (6:4) - 4, 5: Hexano:

ACOEt (3:7) 6: ACOEt

1, 2, 3,4, 5,6: AcOEt
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5
(RP-18,

MeOH: CH.Cl,
(10:1))

1, 2: AcOEt - 3,4,5,6: Etanol

6
(RP-18,

MeOH: CH,Cl,
(10:1))

1, 2, 3, 4, 5: Etanol - 6: Extracto etandlico directo.
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Anexo 5.
Figura 5. Registros fotograficos de las evaluaciones microbiologicas

Primera evaluacion microbiologica.

Microorganismo Ensayos microbiolégicos

S. mutans 1.Hexano 0,5 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 0,5 mg/pozo (30pul)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (30ul) - 4.

Butanol 0,5 mg/pozo (30ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (30ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (30pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (30ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 0,5 mg/pozo (30ul) —
9. AcOEt 0,5 mg/pozo (30pl) — 10. EtOH directo 0,5 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (30ul) —D 6

C-: DMSO - C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.
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S. sobrinus

1.Hexano 0,5 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 0,5 mg/pozo (30pl)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (30ul) - 4.
Butanol 0,5 mg/pozo (30ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (30ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (30pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (30ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 0,5 mg/pozo (30ul) —
9. AcOEt 0,5 mg/pozo (30pl) — 10. EtOH directo 0,5 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (30pl) — C-:

DMSO - C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.

E.coli
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1.Hexano 0,5 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 0,5 mg/pozo (30pl)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (30ul) - 4.
Butanol 0,5 mg/pozo (30ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (30ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (30pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (30ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 0,5 mg/pozo (30pl) —
9. AcOEt 0,5 mg/pozo (30ul) — 10. EtOH directo 0,5 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (30ul) — C-:

DMSO - C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.

S. aureus

1.Hexano 0,5 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 0,5 mg/pozo (30pul)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (30ul) - 4.
Butanol 0,5 mg/pozo (30ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (30ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (30pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (30ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 0,5 mg/pozo (30ul) —
9. AcOEt 0,5 mg/pozo (30ul) — 10. EtOH directo 0,5 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (30ul) — C-:

DMSO - C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.

17




Figura 6. Registros fotograficos de las evaluaciones microbiologicas

Segunda evaluacion microbiologica.

Microorganismo

Ensayos microbiologicos

S. mutans

1.Hexano 1 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 1 mg/pozo (30ul)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (20pl) - 4.
Butanol 1 mg/pozo (30ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (20ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (20pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (20ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 1 mg/pozo (30ul) — 9.
AcOEt 1 mg/pozo (30ul) — 10. EtOH directo 1 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (20ul) — C- : DMSO

- C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V: vancomicina.

18




S. sobrinus

1.Hexano 1 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 1 mg/pozo (30ul)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (20pl) - 4.
Butanol 1 mg/pozo (30pul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (20ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (20pl) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (20ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 1 mg/pozo (30ul) — 9.
AcOEt 1 mg/pozo (30pl) — 10. EtOH directo 1 mg/pozo (30pl) — 11. EtOH 1 mg/pozo (30pl) — C-: DMSO -

C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.

E.coli
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1.Hexano 1 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 1 mg/pozo (30pl)- 3. Diclorometano 1 mg/pozo (30pl) - 4. Butanol
1 mg/pozo (30pl) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 1 mg/pozo (30ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 1 mg/pozo (30ul) - 7.
Hexano:AcOEt (1:1) 1 mg/pozo (30ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 1 mg/pozo (30ul) — 9. AcOEt 1 mg/pozo
(30ul) — 10. EtOH directo 1 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (20ul) — C- : DMSO - C+;

Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.

S. aureus

1.Hexano 0,5 mg/pozo (20ul)- 2. Tolueno 0,5 mg/pozo (20pl)- 3. Diclorometano 0,5 mg/pozo (20ul) - 4.
Butanol 0,5 mg/pozo (20ul) — 5. Hexano:AcOEt (8:2) 0,5 mg/pozo (20ul) - 6. Hexano:AcOEt (7:3) 0,5
mg/pozo (20pul) - 7. Hexano:AcOEt (1:1) 0,5 mg/pozo (20ul) - 8. Hexano:AcOEt (3:7) 0,5 mg/pozo (20pul) —
9. AcOEt 0,5 mg/pozo (20ul) — 10. EtOH directo 1 mg/pozo (30ul) — 11. EtOH 0,5 mg/pozo (20ul) — C-:

DMSO - C+: Trimetoprima-sulfametoxazol o V:vancomicina.
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Figura 7. Registros fotograficos de las evaluaciones microbiologicas

Concentracion minima inhibitoria

Microorganismo Concentracion Minima Inhibitoria
S. mutans
1.Hexano 0,75 mg/pozo (30ul)- 2. Tolueno 0,25 mg/pozo (20ul)- 3. Tolueno 0,1 mg/pozo(20ul)-4. Diclorometano 0,25 mg/pozo(20pl)-
5. Butanol 2 mg/pozo (30pl) — 6. Butanol 5 mg/pozo (30pl) - 7. Hexano:AcOEt (8:2) 0,25 mg/pozo (20pl) - 8. Hexano:AcOEt (8:2) 0,1
mg/pozo (20pl) - 9. Hexano:AcOEt (7:3) 0,25 mg/pozo (20ul) - 10. Hexano:AcOEt (7:3) 0,1 mg/pozo (20ul) - 11. Hexano:AcOEt (1:1)
0,25 mg/pozo (20pl) - 12. Hexano:AcOEt (8:2) 0,25 mg/pozo (20ul) - 13. Hexano:AcOEt (3:7) 0,75 mg/pozo (30ul) - 14. AcOEt 0,75
mg/pozo (30pl) — 15. EtOH directo 2 mg/pozo (30ul) - 16. EtOH 5 mg/pozo (30ul) - T: Trimetoprima-sulfametoxazol — V: vancomicina —
D: DMSO
S. sobrinus
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1.Hexano 0,75 mg/pozo (30pl)- 2. Tolueno 0,75 mg/pozo (30ul)- 3. Diclorometano 0,25 mg/pozo(20ul)-4. Diclorometano 0,1
mg/pozo(20ul)- 5. Butanol 2 mg/pozo (30ul) — 6. Butanol 5 mg/pozo (30ul).- 7. Hexano:AcOEt (8:2) 0,25 mg/pozo (20ul) - 8.
Hexano:AcOEt (8:2) 0,1 mg/pozo (20ul) - 9. Hexano:AcOEt (7:3) 0,25 mg/pozo (20pul) - 10. Hexano:AcOEt (7:3) 0,1 mg/pozo (20ul) -
11. Hexano:AcOEt (1:1) 0,25 mg/pozo (20ul) - 12. Hexano:AcOEt (1:1) 0,1 mg/pozo (20ul) - 13. Hexano:AcOEt (3:7) 0,75 mg/pozo
(30ul) - 14. AcOEt 0,75 mg/pozo (30ul) — 15. EtOH directo 2 mg/pozo (30ul) - 16. EtOH 5 mg/pozo (30ul) - T: Trimetoprima-

sulfametoxazol — V: vancomicina — D: DMSO

E.coli

e
~ 4
.

=

1.Hexano 2 mg/pozo (30ul)- 2. Hexano 5 mg/pozo (30ul ) — 3. Tolueno 2 mg/pozo (30ul)- 4. Tolueno 5 mg/pozo (30ul) - 5.
Diclorometano 2 mg/pozo (30ul) - 6. Diclorometano 5 mg/pozo (30ul) — 7. Butanol 2 mg/pozo (30pl) — 8. Butanol 5 mg/pozo (30ul) - 9.
Hexano:AcOEt (8:2) 2 mg/pozo (30ul) - 10. Hexano:AcOEt (8:2) 5 mg/pozo (30ul) - 11. Hexano:AcOEt (7:3) 2 mg/pozo (30ul) - 12.
Hexano:AcOEt (7:3) 5 mg/pozo (30pl) - 13. Hexano:AcOEt (1:1) 2 mg/pozo (30ul) - 14. Hexano:AcOEt (1:1) 5 mg/pozo (30pl) - 15.
Hexano:AcOEt (3:7) 2 mg/pozo (30pl) — 16. Hexano:AcOEt (3:7) 5 mg/pozo (30ul) - 17. AcOEt 2 mg/pozo (30pl) — 18. AcOEt 5
mg/pozo (30pl) - 19. EtOH directo 0,25 mg/pozo (30pl) — 20. EtOH directo 0,1 mg/pozo (30ul) - 21. EtOH 2 mg/pozo (30pl) — 22: EtOH

5 mg/pozo (30pl) - T: Trimetoprima-sulfametoxazol — V: vancomicina — D: DMSO

22




S. aureus

1.Hexano 0,25 mg/pozo (20ul)- 2. Hexano 0,1 mg/pozo (20pl) 3. Tolueno 0,25 mg/pozo (20ul)- 4. Tolueno 0,1 mg/pozo (20ul)- 5.
Diclorometano 0,25 mg/pozo(20pl) - 6. Diclorometano 0,1 mg/pozo(20ul) — 7. Butanol 0,25 mg/pozo (30ul).- 8. Butanol 0,1 mg/pozo
(30ul) - 9. Hexano:AcOEt (8:2) 0,25 mg/pozo (20ul) - 10. Hexano:AcOEt (8:2) 0,1 mg/pozo (20pl) - 11. Hexano:AcOEt (7:3) 0,25
mg/pozo (20ul) - 12. Hexano:AcOEt (7:3) 0,1 mg/pozo (20ul) - 13. Hexano:AcOEt (1:1) 0,25 mg/pozo (20ul) - 14. Hexano:AcOEt (1:1)
0,1 mg/pozo (20ul) - 15. Hexano:AcOEt (3:7) 0,25 mg/pozo (20pl) - 16. Hexano:AcOEt (3:7) 0,1 mg/pozo (20pl) - 17. AcOEt 0,25
mg/pozo (20ul) — 18. AcOEt 0,1 mg/pozo (20ul) - 19. EtOH directo 0,75 mg/pozo (30pl) - 20. EtOH 0,25 mg/pozo (30pul) — 21. EtOH 0,1

mg/pozo (30ul) - 22: DMSO - 23: Trimetoprima-sulfametoxazol — 24: vancomicina .
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Figura 8. Registros fotograficos de las pruebas quimicas preliminares

Fracciones y

subfracciones

Pruebas quimicas preliminares

Lieberman-

Burchard

Hex

Tol

CH.CI,

Salkowski

Baljet

Hidroxamato

Shinoda

Antrona

Espuma

Dragendroff

Cloruro

férrico
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BuOH

Hex:AcOEt
(8:2)

Hex:AcOEt
(7:3-6:4)

Hex:AcOEt
(1:1)




Hex:AcOEt
(3:7)

AcOEt

EtOH directo

EtOH




ANEXO 6. Procedimiento utilizado en el estudio.

. Secado
Material Vegetal I::> (T° |:> Extraccién con etanol

ambiente) @

Material floculacién
Filtrado y concentrado en rotaevaporador (etanol-agua)

Cada tres dias <:| Recuperacion del sobrenadante
por un mesy

Floculo etandlico (Aldana, J medio,

.

.

(2010) Secado en rotaevaporador

-
.

Decoloracidn con carbdn activado Extracto luego de flocular se mezclé <:| Extraccion liquido.-liquido

con una solucién agua- hexano (método decantacion)

-

-

Se filtré y se llevd a sequedad

Obtencién de fracciones por medio

-

del uso de cuatro solventes de

Extraccidn por fraccionamiento por diferente polaridad ( Hex, Tol,
columna: paso de mezcla de CH,Cl,, But.

solventes con diferente polaridad

-
-

Cada una de las fracciones se llevaron

Obtencién de subfracciones y a sequedad en rotaevaporador

secado de las mismas.

=

11l
|

Se realizaron cromatografias en
> placa para determinar diferencias <
entre cada una de las fracciones y

subfracciones.
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Evaluacion microbiolégica de
cada una de las fracciones y
subfracciones por medio del
meétodo de difusion descrito
por Dobner et al, 2003

J L

)

Cepas evaluadas fueron
suministradas por el CIO
(Centro de Investigaciones
Odontolégicas)

bacteriana ajustada a escala

Se realizé una suspension |:>
Mc Farland 0,5

Se agregaron 100 pL a 20 mL
de agar Mueller Hinton (liquido)

Luego de servir y dejar
solidificar se realizaron

)

Se evaluaron diferentes
concentraciones y de esta forma se
determiné CMI para cada una de las

fracciones y subfracciones para cada
uno de los microorganismos evaluados

s

pozos con pipeta Pasteur

Luego del tiempo cumplido se adiciono
TTZ como revelador de los halos de
inhibicién, se dejé incubar por una hora
y se realiz6 la lectura correspondiente.

A cada una de las fracciones y
subfracciones se les realizo pruebas
quimicas preliminares para determinar
sus componentes quimicos.

28

—

subfraccion a evaluar disuelta

Se aplicaron 50 pL del
extracto, fraccién, o

en DMSO.

4

Se adiciono en un Se adiciono
pozo una en un pozo
concentracion DMSO como
especifica de control
Trimetropina o negativo
Vancomicina como
controles positivos

VY

Se dejaron incubar las cajas de
Petri por 24 horas a 37 °C




