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Dimetilsulféxido
Acetato de etilo
Ionizacién de impacto de electrones
Ionizacién de electrospray de alta resolucion
Fraccion colectiva
Gramos
Horas
Resonancia magnética nuclear de protones
Coherencia cudntica heteronuclear simple
Coherencia cudntica heteronuclear multiple
Medio de cultivo para bacterias (infusién cerebro-corazén)
Miligramos

Miligramos por mililitro
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MHz
mL
MTT
m/z
nm
ppm
Ry
RMN
UFC
uv
YM

[
puL
pg/mL

MegaHertz

Mililitros

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
Relacién masa-carga

Nanémetro

Partes por millén

Factor de retencién

Resonancia magnética nuclear

Unidades formadoras de colonias

Ultravioleta

Medio de cultivo para levaduras (yeast medium)
Microgramos

Microlitros

Microgramos por mililitro
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RESUMEN

Las enfermedades bucodentales mas comunes como la caries dental, la enfermedad
periodontal y la candidiasis oral, manifestadas en pacientes con distintos tipos de
factores predisponentes, son consideradas un importante problema de salud publica
bucal. El uso de antibidticos convencionales para su tratamiento puede crear resistencia
microbiana, por lo que se hace indispensable la busqueda de alternativas para las cuales
no existe tal efecto, como la planta Ruta chalepensis L. (Ruda) que se usa para el
tratamiento de reumatismo, hipertensién, y como antiséptico cutdneo, anticonvulsivo,
antihelmintico y emenagogo. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
efecto antimicrobiano in vitro de extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de Ruta
chalepensis y sus compuestos bioactivos contra el principal agente etioldgico de caries
dental, Streptococcus mutans, de la enfermedad periodontal, Porphyromonas gingivalis
y contra Candida albicans especie mayormente asociada a la infeccion micoética bucal.
Para determinar el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos se utiliz6 el método de
cultivo en medio sélido (unidades formadoras de colonias —UFC-) y liquido (reduccién
del bromuro de tetrazolio -MTT-). Se realiz6 la particién de los extractos metandlicos en
hexano y acetato de etilo para evaluar la actividad antimicrobiana de las fracciones. Se
utilizaron técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear (RMN) vy
espectroscopia de masas para corroborar la naturaleza quimica general de los posibles
compuestos bioactivos presentes en los extractos y definir su estructura quimica. Con el
extracto metanodlico y las fracciones hexanica y con acetato de etilo de R. chalepensis se
redujo la actividad/poblacion de S. mutans en un 63% y 92%; 60.51% y 39.12%; y
48.7% y 30.68% a la dosis de 500ug/mL por los métodos de MTT y UFC,
respectivamente. De igual forma, con el extracto metandlico de R. chalepensis se redujo
la actividad/poblacién de P. gingivalis en un 24.8% y 46.09% a 500ug/mL por los
métodos de MTT y UFC, respectivamente, y redujo la actividad/poblacién de C.
albicans en un 9.45% y 31.36% por los métodos de MTT y UFC, respectivamente.
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Del fraccionamiento cromatogrifico usando las técnicas de RMN y espectrometria de
masas se identificé el compuesto chalepensina. Este mostré un efecto antimicrobiano y
antiftiingico, pues redujo la poblacién de S. mutans en un 77% y 71%; la de P. gingivalis
en un 18.75% y de 24.04% y la de C. albicans en 20.22% y 24.14% a la dosis de
500pug/mL por los métodos de MTT y UFC, respectivamente. Nuestros resultados
indican que el efecto antimicrobiano de R. chalepensis se podria atribuir a la presencia

de furanocumarinas.
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ABSTRACT

The most common oral diseases such as dental caries, periodontal disease and oral
thrush, manifested in patients with different predisposing factors, are considered an
important Public Health problem. The use of conventional antibiotics for treatment can
create microbial resistance, therefore, it is critical to search for alternatives for which
there is no such an effect, as the plant Ruta chalepensis L. (Ruda) used for treating
rheumatism is essential, hypertension, and as a skin antiseptic, anticonvulsant,
deworming, and emmenagogue.The objective of this research was to evaluate the in
vitro antimicrobial effect of aqueous extracts, methanolic and ethanolic and bioactive
compounds of Ruta chalepensis against the major etiological agent of dental caries,
Streptococcus mutans, periodontal disease, Porphyromonas gingivalis and against
Candida albicans species mostly associated with oral fungal infection. To determine the
antimicrobial effect in vitro method of the extracts in solid medium culture (colony
forming units -UFC-) and liquid (reduced -MTT- tetrazolium bromide) was used.
Partitioning the methanol extract in hexane and ethyl acetate was conducted to evaluate
the antimicrobial activity of the fractions. Spectroscopic nuclear magnetic resonance
(NMR) and mass spectroscopy were used to confirm the general chemical nature of
possible bioactive compounds present in the extracts and define its chemical structure.
The methanol extract R. chalepensis showed antibacterial activity against S. mutans
from 63% to 500ug / mL by the method of MTT and 92% at 500ug / mL by the method
of UFC, while the methanol extract of R. chalepensis He showed an antibacterial activity
against P. gingivalis 24.8% at 500pg / mL by the MTT method and 46.09% by the
method of UFC, while the methanol extract showed antifungal activity against C.
albicans of 9.45% by the method of MTT and 31.36% by the method of UFC. The
antimicrobial activity of the hexane fraction was assessed on S. mutans activity showing
60.51% to 500pg / mL by the MTT method and 39.12% at 500pg / mL by the method of
UFC, while the ethyl acetate fraction showed antimicrobial activity against S. mutans of

48.7% at 500pg / mL by the MTT method and 30.68% at 500pg / mL by the method of
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UFC. Using chromatographic fractionation combined with NMR and mass spectrometry,
the chalepensin compound was identified.

Chalepensin antimicrobial and antifungal evaluations revealed to result in antimicrobial
effect against S. mutans (77% to 500png / mL by the MTT method and 71% by the
method of UFC, its effect on P. gingivalis was 18.75% at 500pg / mL by the MTT
method and 24.04% by the method of UFC, while activity was about 20.22% C.
albicans to 500pg / mL by the MTT method and 24.14% by the method of UFC.
Overall, results indicated that R. chalepensis antimicrobial effect may be conferred by

the presence of furanocoumarins.
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1. INTRODUCCION

Es indudable la importancia de las plantas para la medicina moderna; durante mucho
tiempo los remedios naturales y las plantas medicinales fueron el principal e incluso el
unico recurso del que disponia el médico. Todas las culturas y en todos los tiempos, han

usado las plantas medicinales como base de su propia medicina (Nufiez, 1982).

Los farmacos estan ligados a un sistema de salud “moderno”, que por sus caracteristicas
tiende a la sofisticacion tecnoldgica, a la deshumanizacion, a una visién restringida del
concepto de salud y enfermedad y al menosprecio de muchos valores culturales. Por el
contrario, en el contexto tradicional, las plantas medicinales estdn ligadas a una
concepcion distinta del ser humano y de la naturaleza; no es s6lo que ellas sean menos
toxicas o mds faciles de conseguir, o incluso sean mds eficaces, sino que las plantas
medicinales devuelven la mirada a la naturaleza, a la armonia del ser humano con su
entorno y a una cultura donde lo vegetal, en términos de salud, también tiene
propiedades curativas que ofrecer. De hecho, mas del 30% de los farmacos empleados
en la actualidad proceden o han sido sintetizados a partir de productos naturales

procedentes de plantas.

Entre las muchas enfermedades que aquejan a la poblacién mundial, las infecciones,
tanto bacterianas como micéticas, representan un grupo importante de padecimientos
con procesos inflamatorios, que en algunos casos incapacitan a quienes las padecen
(Choi y col., 2003). Las enfermedades bucodentales contintian siendo un importante
problema de salud a nivel mundial (Petersen, 2005). Problemas como el cdncer
orofaringeo y las lesiones en tejidos blandos son consideradas problemas de salud oral;
sin embargo, la caries dental, la enfermedad periodontal y la candidiasis oral son
consideradas las mds importantes (Petersen, 2003). La caries dental es una enfermedad
infecciosa transmisible que continda representando un importante problema de Salud
Publica en muchos paises en desarrollo y en las poblaciones desfavorecidas en paises

desarrollados (Mattos y col., 1998; Ramos y col., 2002).
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Streptococcus mutans es considerado uno de los principales agentes etiologicos de la
caries dental (Becker y col., 2000; Loesche, 1986). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que 5 billones de personas en todo el mundo sufren de caries dental, la
cual afecta entre el 60% y el 90% de la poblacion escolar y a la gran mayoria de los
adultos en los paises desarrollados. En México se calcula que el 44% de la poblacion

tiene caries o una enfermedad bucal que afecta a su salud sistémica (OMS, 2004).

La enfermedad periodontal es una entidad que se encuentra distribuida universalmente y
es de las més extendidas entre todas las enfermedades que el hombre ha padecido desde
tiempos prehistoricos. Diversos estudios sugieren que las periodontopatias ocupan el
segundo lugar en los problemas de salud bucal mundial y son la mayor causa de pérdida
de dientes después de los 35 afios, edad a partir de la cual los dientes que se pierden por

dicha afeccion (Araujo y Borroto, 1997).

La etiologia de la enfermedad periodontal inflamatoria estd condicionada a la accion de
multiples factores de riesgo, que inician y modifican la respuesta del hospedero. Hoy se
considera que los microorganismos de la placa dentobacteriana, la microbiota del surco
gingival y sus productos metabdlicos son iniciadores de la enfermedad (Clark y Loe,
2000). Numerosos estudios han demostrado que las enfermedades periodontales son de
naturaleza infecciosa y que los microorganismos presentes en la placa bacteriana,
localizada en la region del surco gingivo-dentario o placa subgingival, constituyen el
agente etioldgico principal de las enfermedades (Genko y col., 2006., 1969; Ellison,
1970; Socransky y col., 1977). Las bacterias colonizan la superficie dentaria en la
region del surco gingivodentario, donde se multiplican y se extienden en direccién
apical, formando la placa subgingival o biofilm bacteriano subgingival, el cual es
responsable de albergar un gran nimero de especies bacterianas. Se han descrito més de
500 de éstas especies, entre las cuales, las de mayor prevalencia en la periodontitis son
Porphyromonas gingivalis, Tannerella  forsythensis y  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, principalmente (Zambon, 1996). De la antes mencionadas, P.
gingivalis es una de las especies mds fuertemente asociadas con periodontitis crénica y

periodontitis agresiva (Zadeh y col., 1999).
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La candidiasis oral es una infeccién oportunista de la cavidad oral, Candida albicans es
el oportunista que principalmente causa infecciones orales. La presencia de Candida en
la cavidad oral es frecuente y oscila entre un 20% y un 70%, su incidencia va en
aumento en los paises desarrollados debido a diferentes factores como el uso de prétesis
dentales, xerostomia, multiples terapias con antibidticos € inmunosupresores (Aguirre,
1992). La aparicién de candidiasis implica la invasién de la superficie de la mucosa por
el hongo. La posibilidad de que Candida colonice las superficies orales depende tanto de
la efectividad de los mecanismos defensivos del hospedador, como de la capacidad de

adhesion del hongo y de su poder de crecimiento (Samaranayake y Macfarlane, 1990).

La necesidad existente de prevencion y control de las enfermedades bucodentales tales
como la caries dental, la enfermedad periodontal y la candidiasis oral permite el
desarrollo de nuevos y mejores tratamientos alternativos (Prabu y col., 2006). Existen
diversas plantas de la flora medicinal mexicana que poseen actividad antimicrobiana y
que se utilizan en el tratamiento de diversas enfermedades humanas (Pushpam, 2004).
Ruta chalepensis es una planta comunmente conocida como ruda, ruda menor, ruda
pestosa, abrua, arruda, hierba piojera o ruda silvestre, que se seleccion6 debido a que se
recomendaba para tratar infecciones y por ser regional. El estudio se llevé a cabo para
buscar alternativas de tratamientos contra infecciones como estrategia de salud en

general y salud bucodental en particular.

En este trabajo se evalu6 el efecto de extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de
ruda, como agente antimicrobiano contra S. mutans, agente etioldgico de caries dental, y
P. gingivalis, agentes etiologicos de enfermedad periodontal, ademds en contra del
agente causante de infecciones micoéticas orales C. albicans. Se realiz6 la particion de
los extractos metandlicos de las plantas con mayor actividad antimicrobiana y/o
antifiingica utilizando como solventes hexano y acetato de etilo y se probd la actividad
bioldgica de cada fase, utilizando técnicas espectroscOpicas de resonancia magnética
nuclear (RMN) y espectroscopia de masas para determinar la estructura quimica de los

compuestos presentes.
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2. HIPOTESIS

Los extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de ruda y sus compuestos activos
poseen actividad antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Porphyromona gingivalis

y Candida albicans.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano e identificar de los compuestos bioactivos presentes en
los extractos acuoso, etandlico y metandlico de ruda para el control de Streptococcus

mutans, Porphyromona gingivalis y Candida albicans

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la actividad antibacteriana in vitro contra Streptococcus mutans y

Porphyromona gingivalis de extractos acuosos, etandlicos y metandlicos de ruda.

2. Evaluar la actividad antifingica in vitro contra Candida albicans de extractos

acuosos, etandlicos y metandlicos de ruda.

3. Determinar la actividad antimicrobiana de fracciones de hexano y acetato de etilo

de los extractos metanolicos de ruda.

4. Identificar la fraccién con mayor actividad antimicrobiana para definir la

estructura quimica del compuesto(s) bioactivo.
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4. ANTECEDENTES

Las enfermedades bucodentales continian siendo un importante problema de salud a
nivel mundial (Petersen, 2005). Problemas como el cdncer orofaringeo y las lesiones en
tejidos duros y blandos son consideradas problemas de salud oral, sin embargo, la caries
dental y la enfermedad periodontal se consideran las mds importantes (Petersen, 2003).
Existen diversas plantas de la flora medicinal mexicana que poseen actividad
antimicrobiana y que se utilizan en el tratamiento de diversas enfermedades humanas

(Pushpam, 2004).

4.1 Plantas Medicinales

En las culturas antiguas, los conocimientos acerca de las plantas medicinales se han
transmitido de generacién a generacién a través de personas que, utilizaban tales

conocimientos para la sobrevivencia de la poblacién (Villalba-Caloca y col., 2000).

Las plantas medicinales se han utilizado como tratamientos tradicionales para numerosas
enfermedades que han afectado al ser humano durante muchos afios y en diferentes
partes del mundo. La OMS ha realizado estrategias sobre medicina tradicional con
cuatro objetivos principales, los cuales son: formular politicas, fomentar la seguridad, la
eficacia y la calidad, garantizar el acceso y promover el uso racional. Para la OMS la
medicina tradicional es la suma total del conocimiento, habilidades y practicas basadas
en las teorfas, en la creencia, y las experiencias indigenas en diversas culturas, sean
susceptibles de explicacién o no. En las zonas rurales en los paises en desarrollo, se
contindan usando como principal fuente de medicina (Chitme y col., 2003). Alrededor
del 80% de los paises en desarrollo utilizan medicinas tradicionales para el cuidado de

su salud (Kim, 2005).

Es asi como los productos naturales han desempefiado un papel importante en el

desarrollo de farmacos, los cuales han sido la base de las primeras medicinas
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permitiendo el descubrimiento de diferentes productos, en los dltimos afios mds de la
mitad de los productos farmacéuticos usados son derivados de fuentes naturales
(Newman y Cragg, 2007). El empleo y comercializacién de plantas medicinales han sido
estimulados, en parte, por la creciente demanda de la industria por nuevas fuentes
naturales de medicamentos y por otro lado, debido a los efectos colaterales causados por
los farmacos sintéticos que estimulan el aprovechamiento de medicinas de origen
vegetal, o en muchos casos, porque representan la Unica fuente de medicamentos,
especialmente en los lugares mas aislados y distantes y como respuesta a los problemas

inmediatos de salud (De Filipps, 2001).

Los productos naturales derivados de plantas medicinales han demostrado ser una fuente
importante de compuestos biologicamente activos, muchos de los cuales han sido la base
para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. Para que una planta sea
considerada medicinal debe contener en alguno de sus 6rganos (hoja, tallo, fruto, flores,
raiz, semilla) compuestos activos, de los cuales en dosis suficientes produzcan efectos
curativos en contra de las enfermedades del hombre y de los animales. Se tiene un
estimado de 250,000 especies de plantas que se conocen en la actualidad, de las cuales el
10% se pueden considerar medicinales, por presentar algin uso terapéutico (Murphy,

1999).

Los productos naturales se han convertido en fuente de hallazgos de numerosas drogas
desde el siglo XIX hasta la actualidad, como es el caso de la morfina a partir del opio,
identificindola como el compuesto responsable de dicha planta. Actualmente existe
alcaloides conocidos como la cafeina y la codeina, otros ejemplos de fairmacos extraidos
de la naturaleza son la gramicina, primer antibidtico obtenido de bacterias del suelo, y el
acido salicilico analgésico extraido por primera vez de la corteza del sauce (Ravaschino,

2007).

Con respecto a las enfermedades causadas por microorganismos, el aumento en la
resistencia de muchos patégenos comunes a los agentes terapéuticos usados en la

actualidad, como los antibiéticos y los agentes antivirales, ha llevado renovar el interés
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en el descubrimiento de nuevos compuestos para lograr la supresion de estos agentes

causales de enfermedades sistémicas y orales (Cowan, 1999).

4.2 Microbiota oral

La microbiota es el conjunto de agentes vivos que se localizan en un lugar determinado,
de forma habitual (microbiota normal) o no. En el hombre existe una microbiota normal
que recubre los epitelios, cutineos y mucosos. Estd formada fundamentalmente por
bacterias. En el ecosistema oral existen mas de 300 especies microbianas en constante
interrelacion y dinamismo (Mouton, 1995; Liébana, 2002). En esta accidn las especies
microbianas en continuo anabolismo y catabolismo, tomando nutrientes y aportando
productos de su metabolismo al medio oral, pueden producir equilibrio o desequilibrio
quimico y microbiolégico en la cavidad oral. Las interrelaciones que se dan en equilibrio
entre especies microbianas en un mismo nicho ecolégico pueden ser alteradas por una
modificacién en el medio ambiente oral, que trae como consecuencia el predominio de

una poblacion (Liébana, 2002).

Al nacer el neonato entra en contacto con la madre, 8 horas después presenta una gran
cantidad de microorganismos que se incrementan con rapidez (lactobacilos,
estreptococos, estafilococos, enterococos, veillonellae, neisseriae y coliformes)

(Soderling y col., 2001).

4.3 Microorganismos de interés clinico
4.3.1. Streptococcus del grupo mutans

Los Streptococcus del grupo mutans (MS) comprenden siete especies: Streptococcus
cricetus, S. rattus, S. mutans, S. sobrinus, S. downei, S. macacae y S. ferus (Whiley y
Beighton, 1998). Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus son los principales
microorganismos asociados con la caries dental en el ser humano (Hamada y Slade,
1980; Whiley y Beighton, 1998). Estas especies han sido descritas por Clarke en 1924, a
partir de caries de dentina. Su primer hébitat es la superficie dentaria del hombre, pero

también pueden ser identificados en fauces. Su presencia en la placa bacteriana se ve
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favorecida por el alto nivel de sacarosa en la dieta. Streptococcus mutans (Figura 1) es
una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa que se encuentra normalmente en la

cavidad bucal humana, formando parte de la placa bacteriana o biofilm dental.

Figura 1. Streptococcus mutans

Se asocia al inicio y desarrollo de la caries dental. Es acidéfilo porque vive en medio con
pH bajo, acidogénico por metabolizar los azucares a dcidos y acidurico por sintetizar
acidos a pesar de encontrarse en un medio de tales condiciones. Metaboliza la sacarosa
para producir polisacdridos extracelulares (sustancia laxa que facilita su adhesion a las
caras libres de las piezas dentarias) e intracelulares (metabolismo energético). En estado
de salud, un recuento de estas bacterias en boca sera de menos de 100.000 UFC.
Ecoldgicamente, la caries dental (Figura 2) es considerada consecuencia de un
desequilibrio en el ecosistema oral que lleva al predominio de una flora, antes

considerada normal en cavidad oral y ahora convertida en patégena (Liébana, 2002).

—

Figura 2. Caries dental
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4.3.2. Epidemiologia de la caries dental

La caries dental es una enfermedad infecciosa transmisible que continda
representando un importante problema de salud publica (Mattos y col., 1998; Ramos y
col., 2002). La Organizacién Mundial de la Salud estima que 5 billones de personas en
todo el mundo sufren de caries dental. El alto porcentaje de nifios con caries obtenidos
de paises del primer mundo han demostrado que el 17% de nifios entre 1.5 y 4.5 afios, el
33% de nifios entre de 5 y 8 afios y el 50% de nifios mayores de 8 afios han tenido
historia de caries en la denticion temporaria, calculdndose que la caries alcanzard el

tejido pulpar en 2.9 dientes (Ketterl, 1994).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en su informe de salud oral de 1997,
afirmé que la caries dental sigue siendo un aspecto fundamental de las condiciones
generales de salud en las Américas, por la importancia que tiene como parte de la carga
global de morbilidad, los costos relacionados con su tratamiento (de operatoria y
rehabilitacion oral), pérdida de dientes y la posibilidad de aplicar medidas eficaces de
prevencion (OPS/OMS, 1997). Estados Unidos Mexicanos, de acuerdo con la
clasificacion Internacional de la Organizaciéon Mundial de la Salud, se encuentra entre
los paises de més alto rango de frecuencia de enfermedades bucales, entre ellas se

encuentra la caries dental, que afecta a més del 90% de la poblacion mexicana.

Las enfermedades bucales por su alta morbilidad, se encuentran entre las cinco de mayor
demanda de atencién en los servicios de salud del Pais (Secretaria de Salud. 2006). En
México la presencia de caries dental afecta a cerca del 95% de los nifios menores de

ocho afios de edad y a 99% de los adultos (Petersen, 2003).

4.3.3. Incidencia y Prevalencia

De las enfermedades infecciosas que afectan a la humanidad, la caries dental puede ser
una de las més prevalentes; existe en todo el mundo, aunque su incidencia, prevalencia y
gravedad varia de acuerdo a los hdbitos culturales, zonas geogrificas o niveles de

desarrollo econdémicos y fluctia con el tiempo; siendo los hdabitos culturales y la
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disponibilidad de alimentos, de los factores mds decisivos en la formacién de caries
(Caufield y Griffen, 2000). La prevalencia de la caries dental experimentada por los
nifios en los paises desarrollados, se ha observado un rdpido aumento de esta
enfermedad, que se ha relacionado con un incremento de azidcar en la dieta, hasta el
punto de alcanzar niveles epidemioldgicos; también existen poblaciones con niveles
socio econdmicos tan bajos, que no se pueden permitir el consumo de azicar refinado,

siendo en estos casos baja la incidencia y prevalencia de caries (Nikiforuk, 1986).

4.4 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (Figura 3) bacilo Gram negativo pequefio (cocobacilo), no
movil, anaerobio estricto, asacarolitico, formador de colonias “pigmentadas de negro”
uniformes de color verdosas, debido a la hemina que almacena en la superficie celular
cuando se cultiva en agar sangre con hemina y menadiona (Slots y col., 1986; Haffajee y
Socransky,1994; Dahlén y col., 1989). Las células de P. gingivalis tienen un didmetro de
0.5-0.8um por 1.0-3.5um de largo (Genco y col., 1998). Es un importante miembro de la
microbiota periodontal, involucrado tanto en la progresion de la periodontitis, como en

los procesos de destruccion de hueso y tejido (Holt y col., 1999).

Figura 3. Porphyromonas gingivalis

También, puede producir severas infecciones extraorales, incluyendo mediastinales, de

planos faciales, cerebro y abscesos pulmonares (Genko y col., 1998), enfermedades
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cardiacas, parto prematuro y bajo peso al nacer (Dasanayake, 1998). Se puede detectar
en pacientes jovenes con gingivitis, y pacientes adultos con periodontitis, usando
métodos inmunolégicos y de biologia molecular (PCR). Esta especie también se ha
encontrado en placas supragingivales maduras, de pacientes jovenes con 0 sin
destruccion periodontal, sugiriendo que es un patégeno de tipo oportunista, para el cual
no estd claro audn, si es de origen endogeno o exdgeno (Ishikawa y Baheni, 2004). P.
gingivalis es una especie proteolitica, asacarolitica, anaerobia estricta, por lo que
coloniza sitios en donde la tensién de oxigeno es baja, pero en los cuales hay substratos
abundantes en nitrogeno. El ecosistema subgingival proporciona un medioambiente
ideal para esta especie, ya que, el potencial redox es bajo (y mds bajo atn en sacos
periodontales), y posee nutrientes endogenos ricos en péptidos y aminodcidos (Olsen y
col.,, 1999).P. gingivalis es considerado por tanto, como uno de las especies mas
fuertemente asociadas con periodontitis cronica (Figura 4) y periodontitis agresiva y
usualmente estdentre los mds tardios colonizadores de la cavidad oral, requiriendo de
organismos antecesores que creen las condiciones medioambientales necesarias, para su
adherencia, suministrando sustratos para su crecimiento, y reduciendo los niveles de
oxigeno a niveles bajos, que es lo que requiere para crecer y sobrevivir esta especie

anaerobia estricta (Zade y col., 1999).

Figura 4. Periodontitis crénica
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4.4.1 Incidencia y Prevalencia

En relacion a la enfermedad periodontal, segin la OMS en el afio 2004 la falta de
diagndstico y tratamiento oportuno permite que esta enfermedad evolucione a estados
severos, que se acompaian de la pérdida de los dientes; este padecimiento afecta entre el
5-15% de la poblacién general. Durante la pubertad puede presentarse condiciones
severas de periodontitis que causa la pérdida prematura de los dientes, situacién que
afecta al 2% de los jovenes, el principal factor etioldgico local es la placa dental
bacteriana, aunado a un factor sistémico hormonal (Zambon, 1985). Es la que constituye
la mayor parte de las enfermedades periodontales a partir de los 35 afios, se caracteriza
por ser de evolucién lenta a lo largo de toda la vida del individuo. De los problemas de
salud de mayor prevalencia entre las comunidades encontramos las afecciones
bucodentales constituidas principalmente por la caries dental y la enfermedad
periodontal, estas son diversas asi como sus factores etioldgicos y predisponentes por lo
que se pueden considerar enfermedades multifactoriales que afectan de diferente manera
la cavidad bucal, encontrandose intimamente relacionadas con bajos niveles de higiene

bucal, la presencia de placa y cdlculo dental (Petersen, 2003).

4.5 Candida albicans

Candida albicans (Figura 5) es una levadura que forma largas seudohifas, hifas y
blastoconidios (células gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimilan y fermentan
azucares. Numerosas clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas, con gruesa pared
refringente (8-16 um de didmetro), situadas al final de las hifas, seudohifas o laterales
sobre blastoconidios ovalados. Colonias de crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas
0 cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos, centro ligeramente prominente, con

olor a levadura (Pont6n y col., 2002).
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Figura 5. Candida albicans

La candidiasis o candidiosis es la infeccién micética oral més frecuente ha sido definida
como la “enfermedad del paciente enfermo” ya que siempre precisa uno o mas factores
facilitadores para poder provocar patologia en la boca. La forma pseudomembranosa de
la candidiasis oral o muguet es la presentacion clinica. La aparicion de candidiasis
implica la invasién de la superficie de la mucosa por el hongo (Samaranayake y

Macfarlane, 1990)
4.5.1 Incidencia y Prevalencia

La incidencia de candidiasis oral estd en aumento en los paises desarrollados debido a
diferentes factores como la generalizacion del uso de prétesis dentales, xerostomia,
multiples  terapias con  antibidticos, inmunosupresores, antineopldsicos e
inmunodeficiencias (Appleton, 2000). En los dltimos 20 afios se observd un importante
incremento en las infecciones producidas por levaduras, debido probablemente a la
utilizacién de procedimientos de diagndstico y/o terapéuticos agresivos, asi como al

Incremento de pacientes inmunocomprometidos (Clark y Hajjeh, 2002).

De las aproximadamente 150 especies del género Candida, s6lo un pequefio nimero
causa infecciones en humanos. C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata
son las especies mds frecuentemente aisladas de diversos materiales. La presencia de
Candida en la cavidad oral es frecuente y oscila entre un 20% y un 70% segun diversos
estudios. En pacientes hospitalizados las especies de Candida ocupan el cuarto lugar en

orden de frecuencia en las infecciones del torrente sanguineo en los Estados Unidos. Su
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incidencia varia en relacion con el espacio geografico, el grupo etario considerado, el

periodo analizado y el estado inmunoldgico de los pacientes (Calderone, 2002).

4.6 Extractos de plantas y fitoquimicos contra bacterias orales

Existen diversos estudios realizados in vitro que investigan la actividad de sustancias de
plantas naturales y su efecto contra bacterias orales; estos estudios han sido enfocados
contra bacterias conocidas asociadas a la etiologia de enfermedades orales y dentales
(Pushpam, 2004). Estudios recientes claramente han demostrado tener potencial para ser
utilizados en la industria dental, dada su actividad contra bacterias cariogénicas y contra

aquellas bacterias asociadas a enfermedad periodontal.

Sustancias que exhiben actividad incluyen extractos de especias y hierbas tales como
aceite de la corteza de canela, aceite de clavo, constituyentes de estos como el eugenol
(Saeki y col., 1989). Estudios previos han comprobado que las plantas contienen una
diversa cantidad de compuestos Illamados fitoquimicos que tienen potencial
antimicrobiano entre ellos se han mencionado fenoles, polifenoles, terpenoides,
alcaloides, flavonoides, saponinas, polisacaridos y polipéptidos (Cowan, 1999; Sampaio

y col., 2009; Zambrana, 2005).

4.7 Ruta chalepensis (Ruda)

Es una planta perenne con base lefiosa, desnuda y aromética, llegando a medir de 2-6dm
de altura, tiene tallos redondos y hojas finas verde azuloso. Las flores son amarillas en
conjunto poco tupidos en la parte terminal de la planta. Los frutos son unas capsulas con
cuatro o cinco divisiones. La planta tiene un olor penetrante. Se extiende por todo el
Mediterraneo, islas Canarias, Cabo Verde, Azores y Madeira en el oeste de la peninsula
ardbiga ademds de estar ampliamente distribuida en el continente americano. R.
chalepensis es una planta que presenta actividad antimicrobiana contra Clostridium
perfringens y Escherichia coli debido a la presencia de compuestos derivados de

quinolonas (Jang-Hee y col. 2005); también exhibe actividad larvicida proporcionada
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por furanocumarinas y alcaloides quinolinicos (Emam y col. 2009) también se ha
demostrado que plantas de la familia Rutaceae presentan actividad tripanocida (Atta-ur-

Rahman y col., 1998; Lopez and Wagner, 1997; Biavatti y col.,2002) (Figura 6).

Figura 6. Ruta chalepensis

El uso de la ruda data desde el siglo XVI (Hnatyszyn y col., 1974). Se emplea en
algunos trastornos de cardcter ginecobstétrico como "regular la regla" o provocarla, en
dolores de menstruacidn, bafios para parturientas, ayudar para un parto rapido, para la
esterilidad femenina, elimina dolores postparto, ademds actda como lactdégeno,

emenagogo y abortivo.

La ruda es considerada por los médicos tradicionales como una planta "caliente", por lo
que las parteras recomiendan a las mujeres embarazadas que no ingieran infusiones,
decocciones u otro tipo de preparados que contengan ruda y otras plantas de naturaleza
caliente como la canela (Cinnamomum zeylanicum), perejil (Petroselinum sativum),
orégano (Origanum vulgare) u otros, ya que las embarazadas tienen mucho "calor" en el
cuerpo y si agregan elementos "calientes", puede ser perjudicial para la mujer y el feto.
Sin embargo, al iniciarse el trabajo de parto se les administran a las parturientas tés de

plantas calientes, entre las que se encuentra la ruda, para acelerar el parto.

Se usa también para aliviar dolores de cabeza, dolor de oidos, muscular y en punzadas.

En cuanto al sistema digestivo, tiene importancia para estimular el apetito y como
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antigastralgico, o en problemas gastrointestinales como antidiarréico, y para expulsar a
los gusanos intestinales. Entre otros padecimientos, la ruda es utilizada para quitar la
fiebre, llagas en la garganta, inflamacién de pies, mareos, curar el chincual, nervios,
frialdad, célculos renales, ataques, alferecia, para el latido, presion arterial, otitis de
animales, combatir ruidos y sorderas, aire en oidos y ojos, contra el histérico, cura las

perrillas, los ojos irritados y actiia como antiinflamatorio.

La manera mas generalizada de suministrar la ruda es en forma de té, donde las ramas
son la parte mds utilizada de la planta. Pero a esta decoccion se le puede agregar un poco
de chocolate y se endulza, esto para los casos de dolor de cabeza, hay quienes ademas le
agregan una yema de huevo y se lo toman en ayunas. Las mujeres embarazadas no
deben tomar la infusion porque les provocaria un aborto. Para las enfermedades de la
piel, la ruda se deja macerar en alcohol por unos dias y luego se aplica en el cuerpo
frotdndolo con este liquido o se puede sustituir el alcohol por aguardiente y tomarlo.
Ademas, el uso de ésta planta no sélo se limita al medicinal, sino que es util también

para la buena suerte.

4.8 Compuestos quimicos de las plantas

Las plantas elaboran una variedad muy amplia de compuestos quimicos que a menudo
reciben el nombre de fitoquimicos. Estas sustancias tienen como funcién alimentar,

proteger o estimular el crecimiento de las plantas (Kaufman y col., 1999).

4.8.1 Lipidos

Los lipidos constituyen una heterogénea coleccién de moléculas, estdn unidos por una
Unica caracteristica que es la insolubilidad en agua. De los diversos tipos de lipidos
presentes en las estructuras bioldgicas sélo dos tienen gran importancia: los esteroides
y los fosfolipidos. El esteroide mdas importante estructuralmente es el colesterol
(Smith, 1975). Los esteroides son sustancias ampliamente distribuidas tanto en el
reino animal como el vegetal, son compuestos organicos, donde el ejemplo tipico es el
colesterol, el cual también lo podemos encontrar en las plantas y es el precursor de los
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demds esteroides. Aqui podemos mencionar a las saponinas y sapogeninas esteroidales
que son sustancias con propiedades de jabon, y se encuentran en las plantas unidas a

uno o varios azicares (Romo de Vivar, 1985).

Dentro de los lipidos se encuentra otro grupo de sustancias quimicas de gran interés,
que son los terpenoides, los cuales se aislan frecuentemente en forma de aceites
esenciales y se dividen en cinco grupos de acuerdo a las unidades de isopreno que
contengan: monoterpenos (2), sesquiterpenos (3), diterpenos (4), triterpenos (6),
politerpenos (n). Todos estos compuestos son metabolitos secundarios de plantas.
Dentro de estos compuestos destacan las lactonas sesquiterpénicas 6
sesquiterpenlactonas ya que tienen propiedades quimicas y bioldgicas interesantes,

destacdndose la funcion de hormonas vegetales (Romo de Vivar, 1985).

Tanto las grasas como los aceites, desde el punto de vista quimico son ésteres de
acidos grasos y glicerol. Se les llama aceites si son liquidos y grasas si son sélidos
(Burton y Routh, 1977). Son sustancias muy comunes a todas las plantas. La
gobernadora, contiene gran cantidad de una cera de la cual se ha aislado un
antioxidante, el dcido nordihidroguayarético (Dominguez, 1973). Otras sustancias muy
comunes en las plantas son las ceras. Las ceras son lipidos simples, ésteres de acidos

grasos y alcoholes de peso molecular elevado (Burton y Routh, 1977).

4.8.2 Compuestos aromaticos

Préacticamente todas las plantas contienen una variedad de productos naturales que
incluyen un anillo aromdtico. Dentro de los compuestos aromdticos fendlicos se
encuentran los fenilpropanoides, flavonoides, taninos y quinonas que son fenoles
simples, que se encuentran cominmente formando parte de los tejidos. También estdn
los compuestos aromdticos fendlicos en su forma de esteres metilicos y el ejemplo mas
comuin en las plantas son las coumarinas (Murphy, 1999). Como ejemplo de los
fenilpropanoides se encuentran las hidroxicoumarinas, fenilpropanos y lignanos.
Dentro los flavonoides tenemos a las catequinas, leucoantocianidinas, flavanonas,

flaconas, antocianinas, flavonoles, charconas, auronas e isoflavones. Y como ejemplos
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de quinonas podemos mencionar tres principalmente: la benzoquinona, naftoquinona y
antroquinona (Kaufman y col., 1999). Por otro lado estdn los compuestos aromaticos
no fendlicos, un ejemplo de estos compuestos son los tetrapirroles, donde se incluyen
la clorofila, ficoeritrina, ficocianina, y otros compuestos que son pigmentos de las

plantas (Murphy, 1999).

4.8.3 Aminas

Dentro de los compuestos de las plantas estdn las aminas. El grupo de las aminas se
divide en aminas alifdticas que son compuestos que tienen olores muy fuertes y
desagradables que poseen algunas plantas para atraer a insectos, y las aminas
arométicas, que destacan por sus propiedades fisiolégicas ya que aqui se encuentran
los alcaloides (Kaufman y col., 1999). Para obtener compuestos activos de plantas, se
utilizan diferentes solventes con diversos grados de polaridad, principalmente se usa
agua, etanol, metanol, cloroformo, diclorometano, éter y acetona.En la (Tabla I) se
enlistan los principales compuestos activos de plantas que se obtienen dependiendo el

solvente utilizado.

Tabla I. Compuestos activos de plantas y solventes

AGUA ETANOL METANOL CLOROFORMO
Antocianinas Taninos Antocianinas Terpenoides
*Polisacaridos Polifenoles Terpenos Flavonoides
Taninos *Poliacetilenos Saponinas

Saponinas Flavonoles Taninos

Terpenos Terpenoides *Xantocianinas
*Polipéptidos *Esteroles *Totaroles

*Lectinas Alcaloides *Quassinoides
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*Propolios *Lactonas
Flaconas
*Penonas
Polifenoles
ETER ACETONA
Alcaloides Flavonoides

Terpenoides

4.8.4. Grupos quimicos con accion antimicrobiana aislados de plantas

Se han aislado alrededor de 12.000 compuestos procedentes de organismos vegetales y
se estima que constituyen tan solo el 10% de los metabolitos secundarios (Schultes,
1978). Un porcentaje importante posee cierta actividad frente a los microorganismos.
Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar compuestos, la mayoria
relacionados con el fenol, y sus derivados. Los principales grupos de compuestos

generados por plantas (Tabla II).

Tabla II. Grupos quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana obtenidos de

plantas
Grupo quimico Compuesto Planta Actividad
Timol Thymus officinalis General
(tomillo)
Acido antémico Matricaria chamomilla Staphylococcus
(manzanilla)
aureus
Fenoles simples Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella
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Hypericum

Quinonas perforatum HIV
(hipérico)
Quercus rubra Bacterias y virus
Hipericina
Taninos (roble)
Eucalyptus globulus Virus
(eucalipto)
Melissa officinalis
(melisa)
Matricaria Virus
. chamomilla
Cumarinas
(manzanilla)
Catequina Camellia sinensis Shigella, Vibrio, S.
mutans
Flavonas
Isoflavona Millettia thonningii Schistosoma
Quercitina Quercus rubra
(roble)
Alcaloides Coca Erythroxylon coca Cocos Gram
(coca) positivos
Piperina Piper nigrum Hongos, Lactobacillus
Mescalina Lophophora General

williamsii (peyote)

45




5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Protocolo de Investigacion
Para el cumplimiento de los objetivos se realizo la estrategia experimental que se

resume en la Figura. 7.

* Condida albicans

* Porphyromonas gingivalis {‘-.,!J,s

* Strepltococcus mutans

* Extracto
« Extracto metandlico

+ Extracto
acuoso

etandlico

acetato de etilo

Ruta
chalepensis

Identificar la fraccian con mayor
e SR

definir la estructura quimica del
compuestols) bioactivos

Figura 7. Diagrama de flujo de la estrategia experimental

5.2 Colecta de material vegetal.

La adquisicion del material vegetal se logré colectando en el municipio de Aramberri en
el Estado de Nuevo Leodn. Posterior a la colecta del material vegetal, se preparé una
muestra para herbario, tomando en cuenta que la muestra tuviera flor, hoja y tallo. Las
muestras fueron identificadas y depositadas en el herbario de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (Tabla III).
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Tabla III. Clasificacién taxondémica de Ruta chalepensis

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Ruta
Especie chalepensis

5.3 Preparacion del material vegetal

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron hojas de R. chalepensis. Una vez
que se realizé la colecta y la identificacion del material vegetal se procedid a secar las
plantas. Se separ6 el material en hojas y tallos y se extendid sobre mesas para un secado
mas homogéneo, aplicando calor producido por focos de halégeno de 90 watts para
obtener una temperatura constante de 30°C. Al terminar el secado del material vegetal se

procedié a moler el material vegetal utilizando un molino manual.

5.4 Reactivos y medios de cultivo.

La solucién de penicilina, fungizona y clorhexidina se obtuvieron de Life Technologies
(Grand Island, NY). El metanol, buffer de lisis, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5
difeniltetrazolio (MTT), filtros millipore de 0.22um se compraron en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).El medio YMB (Yeast Medium Broth), ICC (Infusién cerebro corazoén),

kTM

placas agar sangre y GasPa EZ Anaerobe Container System se obtuvieron de CTR

Scientific (Monterrey, N. L.) Los aislados clinicos de las cepas S. mutans, P. gingivalis
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C. albicans se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture Collection) (Rockville,
MD).

5.5 Preparacion de extractos metandlicos

Se tomaron 5g del pulverizado en una tela tipo gasa, se formé un saco el cual se colocéd
en un vaso de precipitado con 80mL de metanol absoluto, sujetdndolo a éste por medio
de un clip, se tap6 con parafilm, para evitar que se evapore el metanol, y se dejé en
agitacion durante 24h a temperatura ambiente sobre una base magnética (Corning
Stirrer). Se colocaron ImL de lo extraido en tubos Eppendorf® previamente pesados y
fueron secados al vacio por medio de concentrador de vacio (Thermo Electron Co
Milford, MA.), se pesaron de nuevo los Eppendorf®, para obtener el peso seco, el
extracto seco se disolvid en soluciéon salina 0.85%, medio YM vy caldo ICC,
dependiendo el tipo de ensayo que se realice, se ajusté a Img/mL y se esterilizaron por

filtracion (Figura 8)

) el N

Pulverizado sobre la tela Preparacion del costal Mnesita en melanol
i
Muestras secas Secado de muestras  Llenado ;e ;os viiles con la ()

A itacion por 24 hrs,

muesira

Figura 8. Preparacién de extractos metandlicos
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5.6 Preparacion de extractos etandlicos

Se tomaron 5g del pulverizado en una tela tipo gasa, se formé un saco el cual se coloco
en un vaso de precipitado con 80mL de etanol absoluto, sujetdndolo a éste por medio de
un clip, se tapd con parafilm, para evitar que se evapore el etanol, y se dejé en agitacién
durante 24h a temperatura ambiente sobre una base magnética (Corning Stirrer).Se
colocaron ImL de lo extraido en tubos Eppendorf® previamente pesados y fueron
secados al vacio por medio de concentrador de vacio (Thermo Electron Co Milford,
MA.), se pesaron de nuevo los Eppendorf®, para obtener el peso seco, el extracto seco
se disolvid en solucion salina 0.85%, medio YM y caldo ICC, dependiendo el tipo de

ensayo que se realice, se ajusté a Img/mL y se esteriliz6 por filtraciéon (Figura 9).

)z el N

Pulverizado sobre la tela Preparacion del costal Mostiaen Slaasl
ey ’
Muestras secas Secado de muestras  Llenado de los viales con la
muestra Agitacion por 24 his,

Figura 9. Preparacion de extractos etandlicos

5.7 Preparacién de extractos acuosos

Se tomaron 5g del pulverizado, que fueron vertidos sobre 80mL de agua a 100°C en
vasos de precipitado, se homogenizé y se dejé reposar 10min tapados con papel
aluminio; posteriormente, se filtré para eliminar el pulverizado excesivo, se colocaron
alicuotas de 2-3mL del filtrado en viales de vidrio previamente pesados y se

almacenaron a -70°C durante 12h para ser liofilizados. Después se pesaron para obtener
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peso seco de la muestra, la cual se disolvié en solucién salina 0.85%, medio YM y
medio ICC, dependiendo el tipo de ensayo que se realice, se ajustaron a Img/mL y se

esterilizaron por filtracion (Figura 10).

NV\M: Alicuotas de
2ZmlL en viales
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m Reposo 10 min.
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l
R
\/

g < o)
J=EE HHHE =

P Congelacién de
Mueshias Liofilizacion de Muestras s mmestoas

las muestras congeladas 12hrsa-70 C

Figura 10. Preparacion de extractos acuosos
5.8 Activacion de cepas de microorganismos
Del cultivo stock se tomaron 10uL y se inocularon en caldo de cultivo ICC o YM; se

incub6d por 12h, después de lo cual se prepard el medio al 0.5% de glicerol para su

congelacion y/o evaluacion de actividad antibidtica (Figura 11).

g

Cepa desactivada. Tnoculacitn en caldo 16k Cepa activada

Figura 11. Activacién de cepas microbianas
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5.9 Preparacion de control de vehiculo metandlico, etandlico, hexdnico y acetato de

etilo.

Se colocé una tela tipo gasa y se formd un saco el cual se colocé en un vaso de
precipitado con 80 mL sujetdndolo a éste por medio de un clip, se tapé con parafilm,
para evitar que se evapore el solvente, y se dejé en agitacion durante 24h a temperatura
ambiente sobre una base magnética (Corning Stirrer).Se colocé ImL de lo extraido en
tubos Eppendorf® previamente pesados y fueron secados al vacio por medio de
concentrador de vacio (Thermo Electron Co Milford, MA.), se pesaron de nuevo los
Eppendorf®, para obtener el peso seco, se disolvié en solucién salina 0.85%, medio

YM y caldo ICC, dependiendo el tipo de ensayo que se realice, se ajusté a 1mg/mL.

5.10 Efecto antibacteriano de R. chalepensis contra S. mutans y P. gingivalis por el

método de reduccidén del MTT

Se realizaron diluciones seriadas 1:2 del extracto a partir de Img/mL en caldo ICC para
S. mutans y P. gingivalis, sobre placas de 96 pozos de fondo plano (COSTAR, Corning
Inc., NY), ajustando un volumen de 50uL, los controles fueron medio ICC (como
control negativo), bacterias, y bacterias + antibidtico (tetraciclina 3mg/mL para S.
mutans y clorhexidina 0.12% mg/mL para P. gingivalis). Después se le anadieron 50uL
de las bacterias ajustadas a 1x10° células/mL, se incubaron 6h para S. mutans y 12h para
P. gingivalis, después de lo cual se les agregaron 15uL de MTT (Smg/mL), se incubaron
de 15 a 20min a temperatura ambiente y se agregaron 80uL de DMSO para solubilizar
los cristales de formazéan. Posteriormente, se leyeron las densidades 6pticas a 570nm en

un lector de microplacas (Multimode Detection Software DTX 880) (Figura 12).
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Figura 12. Metodologia contra bacterias in vitro

5.11 Efecto antiftingico de R. chalepensis contra Candida albicans por el método de

reduccion del MTT

Para medirlo, se realizaron diluciones seriadas 1:2 del extracto a partir de Img/mL en
caldo YM, sobre placas de 96 pozos de fondo plano, ajustando un volumen de 50uL, los
controles fueron medio YM, levaduras, y levaduras + antifungico (fungizona a 3ug/mL).
Después se le afiadieron SOuL de las levaduras ajustadas a 1x10° células/mL, se
incubaron por 16h, después de lo cual se le agregaron 25uL. de MTT (Smg/mL), se
incubaron por 3h para posteriormente agregarle 80uL de DMSO. Posteriormente, se

leyeron las densidades 6pticas a 570nm en un lector de microplacas (Figura 13).

Dilmciznes serindan i
17 dal axtrmstz wm . ah 15 ml ds MTT
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Figura 13. Metodologia contra levaduras in vitro

5.12 Efecto antimicrobiano de R. chalepensis contra S. mutans, P. gingivalis y C.

albicans por el método de unidades formadoras de colonias (UFC)
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Se prepar6 una placa de 96 pozos como ya se describié anteriormente. Después se
agrego6 la solucion de bacterias e incub6 a 37°C y 5% de CO, durante 6 o 16h, se realiz6
una dilucién 1:10,000 de cada uno de los pozos. Se tomaron 50uL de cada una de dichas
diluciones y se colocaron en una placa de agar previamente identificadas (cepa,
tratamiento, concentracion y fecha), dispersando el contenido con un asa de dispersién
de vidrio, esterilizada a la flama. La mezcla se incubd a 37°C y 5% de CO; hasta
observar crecimiento macroscopico. Posteriormente se realizé el conteo en un contador
de colonias (ULB-100 Lightbox 37864-2000, Scienceware BEL-ART products,
Pequannock, NJ) y se realizaron los célculos necesarios para determinar las UFCs y el

porcentaje de inhibicién de crecimiento de los microorganismos (Figura 14).

]
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Figura 14. Metodologia contra bacterias y levaduras in vitro

5.13 Extraccién Soxhlet

La extraccién Soxhlet es un método de extraccion liquido-sélido ampliamente utilizado
en la extraccion de metabolitos de plantas. Este sistema consta de un matraz colector,
una cdmara de extraccion y un condensador (Figura 15). Su principal ventaja es que se
trata de un proceso continuo, dado que el solvente deja continuamente el matraz como
vapor y es condensado en la cdmara de extraccién para extraer el material vegetal en
forma constante, antes de volver al matraz colector mediante el sistema de sifén. El
método es practico sin embargo presenta la desventaja de que, como requiere calentar el
solvente a su punto de ebullicién puede causar dafio a compuestos termoldbiles ademas
de formacion de artefactos (Seidel, 2006). Se utilizaron 600 mL (por extractor) de

metanol como solvente de extracciéon, durante 40 h respectivamente. Al finalizar la
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extraccion se filtr6 la solucion utilizando filtros “Whatman” y mediante el uso de un

Rotavapor “Buchi” R—3000 se llevaron a sequedad.

Figura 15. Extractor Soxhlet

5.14 Aislamiento de compuestos con actividad antimicrobiana. Cromatografia en
columna con silica de gel

La cromatografia en columna con silica gel es una técnica que permite la separacién de
mezclas complejas por medio de la cromatografia por adsorcion. Para el desarrollo del
proceso cromatografico es necesario tomar en cuenta la relacion que hay entre la fase
estacionaria (silica gel) y la fase mévil para lograr una separacion exitosa debido a que
esta metodologia de separacion se lleva a cabo en base al grado de retencidon que existe
entre el analito con la fase estacionaria por medio de puentes de hidrégeno los cuales son
formados por los grupos funcionales de las moléculas a separar con los grupos
hidroxilos de las particulas de la silica. Ademas de la influencia de la fase estacionaria
sOlida, el grado de afinidad de los compuestos a la fase mévil también juega un rol
importante en el fraccionamiento del extracto organico, de esta forma es posible obtener
primeramente los compuestos con poca afinidad a la fase estacionaria los cuales
generalmente son de baja polaridad y finalmente obtener los compuestos de una

polaridad mayor (Canell, 1998; Colegate and Molyneus, 2008).
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Para el desarrollo de esta investigacion se emplearon dos tamafios distintos de columnas
de vidrio: una de 160 cm de largo por 2.5 cm de didmetro empleada para cantidades de
muestra que oscilan entre 3 y 10 g y una segunda de 40 cm de largo por 2 cm de
didmetro para muestras menores a 2 g. Como fase estacionaria se utilizé Silica gel “J. T.
Baker” de 60-200 mallas usando hasta 200 g para la columna de mayor longitud y 22 g
para la segunda (Figura 16). Como fase mdvil se emplearon los siguientes solventes
organicos: hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol, con los gradientes de elucién

que se indican en la seccion de resultados.

o
,‘ <« Deposito de eluente
|.‘:
-+ Arena de mar “Aldrich” 50 — 70 mallas
- Silica gel “J. T. Baker™ 60 — 200 mallas

Matraz redondo para recoleccion de fracciones

Figura 16. Componentes de columna cromatografica de 160cm de longitud (Silica fase normal)

5.15 Cromatografia en columna con silica gel fase reversa

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su polaridad, al
igual que con la silica de fase normal. El principio de la cromatografia en fase reversa es
por lo tanto semejante al de la cromatografia en fase normal, sin embargo, aqui la fase
estacionaria es de particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos
saturados, insaturados o aromadticos de diferentes tipos. Esto convierte a la fase
estacionaria en una matriz apolar y la retencion de los compuestos en la fase estacionaria

se dard en forma inversa al caso de la silica de fase normal, es decir los compuestos con
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grupos funcionales polares serdn eluidos primero y compuestos poco polares como los
hidrocarburos serdn retenidos mas fuerte por la afinidad con la fase estacionaria. Para
este tipo de cromatografia se emplean eluentes polares como el metanol (Reid y Sarker,
2006). Se colocaron 20 g de silica gel en fase reversa C-18 “Waters Associates Inc.”
suspendidos en 40 mL de metanol en una columna de 40 cm de largo y 2 cm de didmetro

y se eluy6 con metanol. Las fracciones colectadas fueron de 2 o 2.5 mL (Figura 17).

4—— Silica Fase Reversa C-18
b= Arena de Mar
S=—— Fibra de vidrio

=~
-N0
o

4 Frasco de recoleccion

Figura 17. Componentes de la cromatografia en columna en fase reversa Cg

5.16 Cromatografia por exclusién molecular con Sephadex LH-20

La cromatografia de filtracién molecular es un método de cromatografia en columna por
el cual las moléculas se separan en solucion segin su peso o tamafio molecular. En esta
cromatografia, la fase estacionaria consiste en largos polimeros entrecruzados que
forman una red tridimensional porosa. A los fines practicos, las columnas se empaquetan
con pequefias particulas esferoidales formadas por polimeros entrecruzados. En
consecuencia, estas particulas son porosas, y el tamafio de los poros es tal que algunas
moléculas (las demasiado grandes) no podrdn ingresar a esos poros, en tanto que otras
(las suficientemente pequeias) podran pasar libremente. Los poros quedan conectados
formando una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos por

las moléculas que acceden al interior de esta (Reid y Sarker, 2006).

El polimero utilizado en ésta investigacion fue Sephadex LH-20 25-100 um, el cual fue

preparado mediante la hidroxipropilacion de Sephadex G-25, para la separacién de
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productos naturales como esteroides, terpenoides y lipidos en solventes orgdnicos

(Ellingboe y col., 1970).

Para la realizacion de esta técnica cromatografica se empled una columna de 160 cm de
largo por 1.5 cm de didmetro y un aproximado de 50 g de Sephadex LH-20 como matriz
cromatogréfica, la cual se suspendi6é en 150 ml de metanol. Para su elucién se empled
metanol y se colectaron fracciones de un volumen aproximado de 5 ml hasta completar

la elucion total de 1a muestra (Figura 18).

2 \ - I Deposito de eluente
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'ﬁzi Frasco de recoleccion

Figura 18. Cromatografia en columna de exclusién Sephadex LH-20

5.17 Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina es una técnica cualitativa que permite constatar la pureza
de los componentes del extracto separados mediante la cromatografia en columna. Esta
consiste de una placa de vidrio con una fase estacionaria de silica gel, la cual estd
mezclada con sulfato de calcio como fraguante. La mezcla a separar, disuelta en una
pequena cantidad de solvente, se coloca mediante un capilar en uno de los extremos de
la cromatoplaca. Esta se introduce a continuacién en una cimara cromatografica la cual
contiene una cierta cantidad de la fase mdvil (eluente). El eluente sube por capilaridad a
través de la cromatoplaca logrdndose la separacion de los componentes de la mezcla en
base al equilibrio (Dzido y Tuzimski, 2008) entre la adsorcion de los componentes sobre

la silica y la solucién de los mismos en el eluente (Figura 19).
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Figura 19. Desarrollo de una CCF dentro de una cdmara cromatografica

Una vez terminado el proceso de separacion, la cromatoplaca se revela mediante una
ldmpara de luz ultravioleta (254 nm) o utilizando una cdmara de yodo, con ambos
métodos se observan como manchas los diferentes compuestos distribuidos a lo largo de
la cromatoplaca (Figura 20).Para nuestra investigacion se utilizaron cromatoplacas
“Merck” (Silica gel 60 F254, 5 x10 cm y 4 x 8 cm, 250 um de grosor de capa) y los
extractos y fracciones analizadas se colocaron utilizando un capilar de vidrio (Figura

20).

Figura 20. Cromatografia en Capa Delgada bajo luz UV (254 nm)

58



5.18 Andlisis espectroscopico. Resonancia Magnética Nuclear.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ha sido el mds importante método
fisico para la determinacién de estructuras moleculares por mas de 40 afios. Los alcances
de esta técnica no sélo permiten conocer el tipo de dtomos en la molécula, sino que
también describe el ambiente quimico de cada uno de estos y lo mds importante, la
forma en que estdn interconectados. Bdésicamente, se trata de otra forma de
espectroscopia de absorcién, debido a que cuando una muestra es mantenida en un
campo magnético los numeros del spin que son diferentes a cero son capaces de
absorber energia del espectro electromagnético del rango de las radiofrecuencias (60-
600 MHz). En el estudio de los productos naturales los dtomos que realmente toman
importancia para esta técnica son 1H y 13C. Los espectros de RMN se obtienen
normalmente en soluciones del 2 al 30 %, en un disolvente aprético (normalmente
cloroformo deuterado, tetracloruro de carbono o sulféxido de dimetilo) y un pequefio
porcentaje del estdndar de referencia tetrametilsilano (Silverstein y col., 2005; Colegate
y col., 2008) ver figura 21. Para nuestras investigaciones los espectros de RMN fueron

obtenidos con un instrumento Bruker DPX (1H, 300 0 400 MHz; 13C, 100 o 125 MHz).

B8 _BE_TH To 88 A% BE _ME &8 AE A8 A0 A8 & 18 18 E§ e

Figura 21. Espectro de 'H-RMN

5.19 Espectrometria de masas

El principio de la Espectrometria de Masas es generar iones de compuestos orgdnicos
por diferentes métodos y separar sus iones en base a su relaciéon de masa/carga (m/z).
Comiunmente se utilizan el método de ionizacién de electro impacto (EI), donde se
bombardea las moléculas en fase de vapor con electrones de alta energia vy
posteriormente registrando los resultados en un espectro de iones positivos, los cuales

han sido separados en base a m/z (Silverstein y col., 2005). El uso de esta técnica se ha
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extendido ampliamente en la determinacidn estructural de los productos naturales debido
a su gran sensibilidad permitiéndonos conocer datos cualitativos y cuantitativos de los
compuestos que conforman un extracto orgdnico. Un estudio detallado de los espectros
mediante el andlisis del espectro puede obtenerse la férmula molecular del compuesto,
sin embargo la interpretacién es mds compleja comparada con RMN vy la informacién de
conectividad (importante para la determinacién de la estructura) sélo puede obtenerse
indirectamente a través de revision

cuidadosa de los fragmentos graficados en el espectro (Gross, 2004). Para nuestras
investigaciones se utiliz6 un instrumento Bruker FTICR 4.7 T para espectros por

electrospray y de alta resoluciéon (ESI-HR) (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de (+) —ESI-MS

5.20 Determinacion de punto de fusién

El punto de fusién de un sélido, se define como la temperatura a la cual, a una
temperatura dada, las fases sélidas y liquidas estdn en equilibrio. Esta caracteristica
fisica se reporta como un intervalo de tiempo, es decir la temperatura a la cual se
empieza a observar el primer indicio de fusion y la temperatura a la cual desaparece el
ultimo cristal. Por lo que la temperatura, como el intervalo de temperaturas de un punto
de fusién observado son datos importantes que reflejan la pureza de una muestra, ya que
el intervalo del punto de fusién debe disminuir y el punto de fusién debe aumentar, en
tanto se van eliminando las impurezas en las sucesivas etapas de purificacion. Para la
lectura del punto de fusién se empled un equipo Electrothermal 9100 (Electrothermal

Engineering Ltd., Southend on Sea, Essex, UK) y se usaron capilares sellados en los
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cuales se depositd la muestra para ser evaluada. Cada una de las lecturas se realizé por

triplicado.

6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados se expresaron como la media + el error estindar de la media de
triplicados por tratamiento de al menos tres experimentos independientes. El nivel de
significancia de la diferencia entre los tratamientos se evalué mediante la prueba de ¢ de
Student y el andlisis de varianza (ANOVA). En aquellos resultados que se presentaban
mas de tres variables se utilizO un ANOVA y como post estadistico la prueba de
correccion de Bonferroni. Y en los casos en donde solo se compararon dos variables se
utilizé la prueba de ¢ student y como prueba complementaria U Mann-Whitney. Todos

los experimentos se corrieron de forma independiente y con tres réplicas.
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7. RESULTADOS

7.1 Colecta e identificacion de R. chalepensis.

La colecta de la planta R. chalepensis se realiz6 en el municipio de Aramberri (Estado
de Nuevo Ledén, México). La identificacion del espécimen vegetal se llevd a cabo por
personal del Departamento de Botdnica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén y fueron depositadas  las muestras

correspondientes en el herbario de la misma (Tabla IV).

Tabla IV. Caracteristicas del material vegetal. AR, Aramberri.

Planta No. de Voucher Parte colectada Lugar de colecta
(coordenadas)

Ruta chalepensis 025579 Hoja AR:29°19712.10”
99°54°54.49”

7.2 Andlisis de la actividad del control de vehiculo metandlico, etandlico, hexano y
acetaro de etilo in vitro contra S. mutans.
Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observd que los

solventes no mostraron tener efecto antibacteriano contra S. mutans.

7.3 Andlisis de la actividad del control de vehiculo metandlico, etandlico, hexano y
acetaro de etilo in vitro contra P. gingivalis.
Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observd que los

solventes no mostraron tener efecto antibacteriano contra P. gingivalis.
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7.4 Andlisis de la actividad del control de vehiculo metandlico, etandlico, hexano y
acetaro de etilo in vitro contra C. albicans.
Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observd que los

solventes no mostraron tener efecto antibacteriano contra C. albicans.

7.2 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro contra de S. mutans.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y
etandlico de R. chalepensis contra S. mutans se empleé el método colorimétrico de
MTT, en el cual el microorganismo se sometié a soluciones seriadas de los extractos
(7.81, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a una concentracion de MTT de
Smg/mL y por el método de unidades formadoras de colonias (UFC). Los resultados que
a continuacién se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicién de

actividad antibacteriana e indice de proliferacion.

7.2.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro contra S. mutans por el método de MTT.

Por medio del anélisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que el extracto
metanodlico de la hoja de R. chalepensis mostré un efecto antibacteriano significativo de
63% (p<0.001) a una concentracién de 500ug/mL y de 13.58% a una concentracion
minima inhibitoria de 7.81ug/mL (p<0.05) (Tabla V). El extracto acuoso mostré una
actividad de proliferacion sobre S.mutans a partir de una concentraciéon de 15.6 pg/mL
(»<0.05), en donde la concentracion de 125 pg/mL (p<0.01) fue la que mostré6 mayor
estimulo (Tabla VI). El extracto etandlico mostré actividad de proliferacién sobre
S.mutans a partir de una concentracion de 7.81ug/mL (p<0.01), en donde la

concentracion de 31.2 ug/mL (p<0.01) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla VII).
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Tabla V. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto metanolico de Ruta chalepensis in vitro

contra Streptococcus mutans. (Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Inhibicién del
crecimiento”
Control ° 0.540 | +£0.028 0.648 | £0.008 0.697 | £0.085 0%
7.81 0.409 | £0.016 0.617 | £0.020 0.813 | £0.173 13.58%*
15.6 0.414 | £0.030 0.668 | £0.011 0.893 | £0.210 8.96%*
31.2 0.416 | £0.030 0.653 | £0.024 0.785 | £0.162 9.97%*
62.5 0.440 | £0.014 0.555 | £0.137 0.744 | £0.139 16.21%*
125 0.347 | £0.014 0.607 | £0.143 0.707 | £0.177 19.78%*
250 0.275 | £0.034 0.487 | £0.127 0.559 | £0.129 35.85%**
500 0.195 | £0.010 0.241 | £0.007 0.297 | £0.023 63.26%***

? Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades épticas obtenidas en el crecimiento

basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por|

tratamiento. = El Porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la|

actividad observada en el grupo control. “Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento.

*p <0.05, ¥¥p < .01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.

Tabla VI. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro sobre la

proliferacion de Streptococcus mutans. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3* Indice de
proliferacién”

Control 0.081 +0.013 0.272 | £0.086 0.211 | £0.08 -

7.81 0.298 +0.009 0.338 | £0.017 0.310 | £0.035 1.677

15.6 0.241 +0.028 0.336 | £0.023 0.288 | £0.035 1.533*

31.2 0.398 +0.038 0.355 | £0.035 0.286 | £0.016 1.842
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62.5 0.264 +0.011 0.392 | £0.052 0.289 | £0.015 1.675%

125 0.285 +0.015 0.395 | £0.019 0.330 | £0.008 1.790%**
250 0.448 +0.073 0.398 | £0.019 0.269 | £0.052 1.976
500 0.626 +0.044 0.644 | £0.008 0.320 | £0.026 2.819

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades 6pticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. © Representa la
media * el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el
control sin tratar.

Tabla VII. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto etanélico de Ruta chalepensis in vitro

sobre la proliferacion de Streptococcus mutans. (Método MTT)

Concentracion (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3* Indice de
proliferacién”

Control ° 0.115 +0.003 0.097 | £0.003 0.319 | £0.128 -

7.81 0.411 +0.055 0.375 | £0.055 0.470 | £0.037 2.365%*

15.6 0.362 +0.043 0.447 | £0.058 0.578 | £0.089 2.612%*

31.2 0.375 +0.034 0.442 | £0.015 0.578 | £0.087 2.627%*

62.5 0.272 +0.016 0.593 | £0.048 0.426 | £0.085 2.431

125 0.189 +0.022 0.467 | £0.021 0.348 | £0.036 1.890

250 0.164 +0.004 0.386 | £0.028 0.311 | £0.051 1.621

500 0.140 +0.000 0.159 | £0.003 0.141 | £0.008 0.828

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades dpticas obtenidas en el crecimiento basal]

(grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones pol

tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. © Representa la

media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < 001 comparado con el

control sin tratar.
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7.2.2 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro contra S. mutans por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados por el método de UFC, se observd que el
extracto metandlico del material vegetal de R. chalepensis mostré6 un efecto
antibacteriano significativo de 92% (p<0.01) a una concentracién de 500ug/mL y de
58% a una concentracion minima inhibitoria de 7.81pg/mL (p<0.05) (Tabla VIII). El
extracto acuoso mostrd una actividad de proliferacion sobre S.mutans a partir de una
concentraciéon de 7.81 ug/mL (p<0.01), en donde la concentracién de 250 ug/mL
(p<0.01) fue la que mostr6 mayor estimulo (Tabla IX). El extracto etandlico mostro
actividad de proliferacion sobre S.mutans a partir de una concentracion de 7.81pug/mL
(p<0.05), en donde la concentracién de 500ug/mL (p<0.01) fue la que mostré mayor
estimulo (Tabla X).

Tabla VIII. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Ruta chalepensis in vitro

contra Streptococcus mutans. (Método UFC)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3 * Inhibicién del
crecimientob °
Control 173 +136.76 145 | £0.003 114 | +£0.128 0%
7.81 307 +33.17 128 | £0.055 325 | £0.037 58%*
15.6 168 +68.96 105 | £0.058 321 +0.089 64%*
31.2 370 +11.78 350 | £0.015 327 | £0.087 83%*
62.5 442 +202.68 410 | £0.048 94 +0.085 78%**
125 181 +131.41 336 | £0.021 67 +0.036 86%**
250 85 +2747 104 | £0.028 71 +0.051 93%**
500 138 +51.24 118 | £0.003 48 +0.008 92%**
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“ Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento PE porcentaje de inhibicidn expresa la actividad|

antimicrobiana observada en cada concentracidon con respecto a la actividad observada en el grupo control. ¢ Representa la media + el error estdndar de 3 experimentos con 3

repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.

Tabla IX. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro sobre la

proliferacion de Streptococcus mutans. (Método UFC)

Concentracion (ug/ml) Expl*® Exp2* Exp3* Indice de
proliferacién”

Control ° 1899.33 | £83.435 | 3843.3 | +£89.856 3339 | £68.57 -

7.81 2618.66 | +152.36 | 4473.6 | +74.04 3731.6 | £33.33 1.191**

15.6 2515 + 166.86 4448 | +£164.38 3787 | £61.43 1.183%*

31.2 2299.66 | +448.82 4439 | £71.51 3748.3 | £30.33 1.154%*

62.5 2240.33 | £43.028 4530 | £94.48 3845.3 | £40.71 1.168%*

125 2211.33 | £67.107 4518 | £158.34 | 3810.6 | £21.66 0.940%*

250 2230 +69.159 4486 | +131.63 | 3857.6 | +76.87 1.164%*

500 2187.66 | +109.93 4662 | £192.42 3935 | £26.35 1.187%

? Los valores representan la media * el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los

valores representan la media # el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El indice de

proliferacion expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracion. © Representa la media + el error estindar

de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.
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Tabla X. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Ruta chalepensis in vitro sobre

la proliferacion de Streptococcus mutans. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3° Tndice de
proliferacién”
Control ° 1370 +54.00 1837.6 | +81.39 1603.3 | £121.02 -
7.81 1742 +187.53 | 2237.3 | £22691 | 1767.3 | £77.833 1.194*
15.6 1555.33 | £236.71 2103 | £142.47 | 1899.3 | £131.00 1.155*
31.2 1604 +97.89 2496 | £170.14 | 1796.3 | +108.95 1.225
62.5 1620.66 | +186.32 2619 | £126.02 1781 | £121.30 1.251%
125 1867.33 | £62.07 2534 | £280.09 1724 | £155.01 1.273
250 1749.33 | £58.31 2241 | £173.49 1984 | £74.505 1.24 1%
500 1936.66 | +£45.90 2196 | £137.76 2093 | £68.573 1.294%*

a

valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° EI indice de]
proliferacion expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. © Representa la media + el error estdndar de|

3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.

Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los|

7.3 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro contra de P. gingivalis.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis contra P.gingivalis se empled el método colorimétrico de
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MTT, en el cual el microorganismo se sometié a soluciones seriadas de los extractos
(7.81, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a una concentracion de MTT de
Smg/mL y por el método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados
que a continuacidn se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicién

de actividad antibacteriana e indice de proliferacion.

7.3.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro en contra de P. gingivalis por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que el extracto
metanodlico de la hoja de R. chalepensis mostr6 un efecto antibacteriano de 24.8%
(p<0.05) a una concentracién de 500ug/mL y de 12.7% a una concentracion minima
inhibitoria de 7.81ug/mL (p<0.001) (Tabla XI). El extracto acuoso mostr6 una actividad
de proliferaciéon sobre P. gingivalis a partir de una concentraciéon de 7.81 pg/mL
(p<0.001), en donde la concentracién de 250 pg/mL (p<0.01) fue la que mostré mayor
estimulo (Tabla XII). El extracto etandlico mostrd actividad de proliferacion sobre
P.gingivalis a partir de una concentracion de 7.81pg/mL (p<0.01), en donde la

concentracion de 15.6 ug/mL (p<0.001) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XIII).

Tabla XI. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Ruta chalepensis in vitro

contra Porphyromonas gingivalis.(Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2® Exp3* Inhibicién del
crecimientob
Control 1.395 | £0.054 1.27 | £0.125 1.027 | £0.011 0%
7.81 1.212 | £0.039 1.113 | £0.189 0.850 | £0.133 12.7%%***
15.6 1.254 | £0.030 1.122 | £0.137 0.933 | £0.130 10.8%%**
31.2 1.165 | £0.091 1.182 | £0.118 0.895 | £0.056 11.9%*
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62.5 1.146 | £0.092 1.103 | £0.121 0.998 | £0.023 15.5%
125 1.176 | £0.158 1.147 | £0.135 0.995 | £0.177 12.8%
250 1.213 | £0.200 1.094 | £0.182 0.955 | £0.117 13.4%*
500 1.002 | £0.225 1.001 | £0.286 0.953 | £0.311 24.8%*

? Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades épticas obtenidas en el crecimiento

basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones po

. b . . R L. .. . ..
tratamiento. = El Porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentraciéon con respecto a la

actividad observada en el grupo control. “Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento.

*p <0.05, #¥p < .01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.

Tabla XII. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro sobre

la proliferacion de Porphyromonas gingivalis.(Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3° Tndice de
proliferacién”
Control ° 0.103 +0.003 0.145 | £0.006 0.129 | £0.004 -
7.81 1.804 +0.028 2.175 | £0.535 2.069 | £0.618 16.128%%%*
15.6 1.765 +0.314 2.329 | £0.111 2.033 | £0.069 16.338
31.2 1.302 +0.108 1.898 | £0.218 2.062 | £0.093 14.032
62.5 1.839 +0.377 2.151 | £0.282 2.242 | £0.051 16.618%**
125 1.415 +0.141 2.731 | £0.332 2.264 | £0.109 17.09%*
250 1.397 +0.035 2479 | £0.285 2.265 | £0.124 16.376%*
500 0.626 +0.044 0.644 | £0.008 2.742 | £0.320 10.698

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. ¢ Representa la
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media * el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el
control sin tratar.

Tabla XIII. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Ruta chalepensis in vitro

sobre la proliferacion de Porphyromonas gingivalis. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2® Exp3* fndice de
proliferacién”
Control ° 0.095 +0.002 0.098 | £0.002 0.117 | £0.004 -
7.81 1.869 +0.059 2.313 | £0.077 1.364 | £0.165 17.948%*
15.6 1.927 +0.096 2.305 | £0.079 1.384 | £0.098 18.174%%%*
31.2 1.636 +0.020 2.135 | £0.192 1.405 | £0.099 16.750
62.5 1.784 +0.171 2.173 | £0.145 1.537 | £0.032 17.779
125 1.625 +0.178 2.066 | +0.067 1.417 | £0.091 16.530
250 1.736 +0.115 2435 | £0.068 1.86 +0.261 19.571
500 2.292 +0.085 2.735 | £0.069 1.908 | +0.362 22.443

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media =+ el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. © Representa la
media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < 001 comparado con el
control sin tratar.

7.3.2 Andlisis de la actividad antibacteriana de los extractos metandlico, acuoso y

etandlico de R. chalepensis in vitro en contra de P.gingivalis por el método de UFC.

Por medio del anélisis de los resultados del ensayo mediante UFC, se observé que el
extracto metandlico de la hoja de R. chalepensis mostr6 un efecto antibacteriano de
46.09% (p<0.001) a una concentraciéon de 500ug/mL y de 21.04% a una concentracién
minima inhibitoria de 15.6ug/mL (p<0.05) (Tabla XIV). El extracto acuoso mostré un
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efecto antibacteriano de 16.20% (p<0.001) a una concentracién de 500ug/mL y de
9.85% (p<0.05) a una concentracién minima inhibitoria de 7.81pug/mL (Tabla XV),
mientras que el extracto etandlico mostré un efecto antibacteriano de 28.47% (p<0.01) a
una concentraciéon de 500ug/mL y de 17.70%(p<0.01) a una concentracién minima

inhibitoria de 7.81ug/mL (Tabla XVI).

Tabla XIV. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Ruta chalepensis in vitro

contra Porphyromonas gingivalis. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3° Inhibicion del
crecimiento”
Control ° 354 +13.203 | 392.33 | £32.849 | 332.66 | +51.466 0%
7.81 342.66 | £10.268 | 346.66 | +£12.914 | 281.66 | +43.225 15.33%
15.6 282 +9.273 221 +68.339 | 262.66 | £45.732 21.04%*
31.2 287.66 | £14.858 268 +31.480 | 292.33 | £49.242 12.12%**
62.5 174.33 | £37.230 305 +29.737 276 +44.710 17.034%
125 276.66 | £47.893 | 250.33 | £64.405 | 226.33 | £25.860 31.96%*
250 222.66 | £29.356 | 240.66 | £63.619 | 207.66 | +16.024 37.57%***
500 173 + 13.868 141.66 | +£12.128 | 179.33 | £17.188 46.09%***

. 7 N . . . . b n . R
?Los valores representan la media * el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento .” El porcentaje de inhibicién|
expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracion con respecto a la actividad observada en el grupo control, por lo tanto es igual a 0.
Representa la media * el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, *¥p < .01 *** p < .001 comparado con el control|

sin tratar.
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Tabla XV. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro contra

Porphyromonas gingivalis. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Inhibicién del
crecimiento”
Control ° 400 +1.632 300.5 | £2.041 338.5 | £8.573 0%
7.81 348.5 +41.233 283 +22.045 305 +5.715 9.85%*
15.6 340.5 +37.967 263 +3.265 282.5 | £23.270 13.84%**
31.2 383.5 +2.041 277.5 | £11.022 2955 | £7.756 5.63%*
62.5 349 +29.393 259.5 | £18.371 285.5 | £26.536 13.13%**
125 389 +11.430 269.5 | £17.554 286 +6.531 5.99%*
250 344 +34.292 249 +12.247 263.5 | £37.150 15.34%%**
500 343.5 +24.903 2435 | £24.903 261 +21.228 16.20%**

. . . . .. o b
® Los valores representan la media * el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento .’ El

porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad observada en

el grupo control. “ Representa la media + el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01

##% p <.001 comparado con el control sin tratar.
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Tabla XVI. Efecto de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Ruta chalepensis in vitro

contra Porphyromonas gingivalis. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Inhibicion del
crecimiento”
Control ° 436 +17.058 | 411.66 | £10.728 374 +31.342 0%
7.81 36133 | £17.476 | 334.33 | +£24.888 360 +33.955 17.70%**
15.6 335 +7.810 278.33 | +£32.001 356 +21.779 27.18%*
31.2 286.66 | £28.753 | 242.33 | £24.340 324 +11.357 36.67%**
62.5 354.66 | +16.424 232 +39.310 | 327.33 | £17.333 28.94%
125 328.33 | £10.447 | 270.66 | £18.853 | 294.66 | £45.812 25.64%*
250 336.33 | £7.623 262.66 | +£23.182 | 268.33 | £15.025 21.96%
500 254 +31.432 | 22733 | £34.333 | 24233 | £8.412 28.47%**

® Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento PEl
porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad observada en
el grupo control. “ Representa la media + el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01

##% p <.001 comparado con el control sin tratar.
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7.4 Andlisis de la actividad antifingica de los extractos metandlico, acuoso y etandlico

de R. chalepensis in vitro contra de C. albicans.

Para la evaluaciéon de la actividad antiftingica de los extractos metandlico, acuoso y
etandlico de R. chalepensis contra C. albicans se empled el método colorimétrico de
MTT, en el cual suspensiones fungicas se incibaron con soluciones seriadas de los
extractos (7.81, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y la viabilidad se determiné
mediante la reduccion del MTT (Smg/mL) y por el método de unidades formadoras de
colonias (UFC), como ya se explicé anteriormente. Los resultados que a continuacién se
presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicion de actividad

antibacteriana e indice de proliferacion.

7.4.1 Andlisis de la actividad antiftingica de los extractos acuoso, etandélico y metandlico

de R. chalepensis in vitro contra de C. albicans por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observo que el extracto
metandlico de la hoja de R. chalepensis mostré un efecto antifungico contra C. albicans
de 9.45% (p<0.05) a una concentracion de 500ug/mL y de 9.37% a una concentracion
minima inhibitoria de 7.81ug/mL (p<0.01) (Tabla XVII). El extracto acuoso mostré una
actividad de proliferacion sobre C.albicans a partir de una concentracioén de 7.81 pg/mL
(<0.01), en donde la concentracion de 62.5 pg/mL (p<0.01) fue la que mostré6 mayor
estimulo (Tabla XVIII). El extracto etandlico mostro actividad de proliferacion sobre C.
albicans a partir de una concentracion de 7.81ug/mL (p<0.01), en donde la

concentracion de 500ug/mL (p<0.05) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XIX).
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Tabla XVII. Efecto de la actividad antifiingica del extracto metandlico de Ruta chalepensis in vitro

contra Candida albicans. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3 " % de Inhibicion °
Control € 0.6906 | £0.0188 0.6526 | £0.0453 0.64 | £0.0494 -

7.81 0.619 + (0.0040 0.0598 | £0.0379 | 0.5503 | £0.0671 9.37%**
15.6 0.5693 | £0.0198 0.5383 | £0.0271 0.5733 | £0.0556 17.54%**
31.2 0.59 +0.0302 0.5476 | £0.0441 0.5363 | £0.0538 15.31%
62.5 0.5986 | £0.0852 0.595 | £0.0542 | 0.5893 | +£0.0229 11.14%%**
125 0.591 + 0.0605 0.5936 | £0.0571 0.5896 | £0.0517 11.81%*
250 0.635 +0.0364 0.5956 | £0.0565 | 0.5966 | £0.0448 8.38%**
500 0.5996 | £0.0634 0.6166 | £0.0609 | 0.5876 | £0.0415 9.45%%*

® Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades épticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por|
tratamiento. ° El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la|
actividad observada en el grupo control. “Representa la media * el error estadndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento.|

*p < 0.03, **p < .01 *** p < 001 comparado con el control sin tratar.
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Tabla XVIII. Efecto de la actividad antifiingica del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro sobre la

proliferacion de Candida albicans.(Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Tndice de
proliferacién”

Control ° 0.4076 | £0.0050 | 0.3985 | £0.0470 | 0.1848 | +0.0046 -

7.81 0.4854 | £0.0606 0.4351 | £0.0109 | 0.2610 | £0.0070 1.192%%*
15.6 0.4032 | £0.0861 0.4523 | £0.0172 0.235 | £0.0102 1.100
31.2 0.5032 | £0.1262 0.4797 | £0.0489 0.227 | £0.0246 1.221%*
62.5 0.4606 | £0.0436 0.4155 | £0.1462 | 0.2252 | £0.0267 1.111%*
125 0.5146 | £0.0618 0.5585 | £0.0732 | 0.1856 | £0.0152 1.270
250 0.4952 | £0.0948 0.5088 | £0.1273 | 0.1617 | £0.0154 1.176
500 0.5392 | £0.0179 0.5727 | £0.0186 | 0.1471 | £0.0140 1.270

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. * El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracion. ¢ Representa la

media * el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el

control sin tratar.

77




Tabla XIX. Efecto de la actividad antifiingica del extracto etandlico de Ruta chalepensis in vitro sobre la

proliferacion de Candida albicans.(Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Tndice de
prolifercacién ®

Control ° 0.4043 | £0.1262 | 0.4237 | £0.0734 | 0.6564 | £0.0135 -

7.81 0.5556 | £0.1238 0.6654 | £0.3258 | 0.9422 | £0.0756 1.457%%*
15.6 0.5123 | £0.0800 0.5539 | £0.3013 | 0.8013 | £0.1458 1.258%*
31.2 0.4583 | £0.0744 | 0.6564 | £0.0714 | 0.9581 | +0.2573 1.396*
62.5 0.431 +0.0481 0.6474 | £0.0334 | 0.8986 | £0.1901 1.331
125 0.455 +0.0281 0.6349 | £0.0711 0.8192 | £0.1756 1.286%*
250 0.4493 | £0.0296 | 0.5777 | £0.0789 | 0.7870 | +0.1265 1.222%
500 0.5213 | £0.0449 0.6124 | £0.0736 | 0.7315 | £0.0481 1.256*

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades 6pticas obtenidas en el crecimiento basal
(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ° El fndice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién .° Representa I
media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 ***p < 001 comparado con el

control sin tratar.
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7.4.2 Andlisis de la actividad antiftingica de los extractos acuoso, etandlico y metandlico

de R. chalepensis in vitro en contra de C. albicans por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que el extracto

metandlico de la hoja de R. chalepensis mostr6 un efecto antiftingico de 31.36%

(p<0.05) a una concentracién de 500pug/mL y de 16.95% a una concentracién minima

inhibitoria de 7.81ug/mL (p<0.01) (Tabla XX). El extracto acuoso mostré una actividad

de proliferacion sobre C.albicans a partir de una concentracién de 7.81 pg/mL (p<0.05),

en donde la concentracion de 500 pg/mL (p<0.05) fue la que mostré mayor estimulo

(Tabla XXI). El extracto etandlico mostro actividad de proliferacion sobre C. albicans a

partir de una concentraciéon de 7.81ug/mL (p<0.05), en donde la concentracién de 500

ug/mL (p<0.001) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XXII).

Tabla XX. Efecto de la actividad antifingica del extracto metandlico de Ruta chalepensis contra

Candida albicans.(Método UFC)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3° % de Inhibicion
Control ° 188.66 | £20275 | 743 | £0.8819 | |59 [%7.637 -

7.81 150 | 21931 | 506 | £2.6034 | 533 | *6.641 16.95%**
15.6 18433 | £24037 | 163 | £2886 | s | *19.697 7.43%
312 61 | £11930 | o3 | #4932 | 5 | 7234 15.41%*
62.5 160 | *15947 | [sp60 | £5696 | 1413 | £25313 18.04%**
125 156 | £17.502 | 15933 | £15.070 | |sg¢ | £9.134 14.41%*
250 152 | £11.590 | [5733 | 217333 | |s0.6 | +25404 17.67%*
500 12733 | 34801 | |53 | £8.0829 | |55 | %16370 31.36%*

? Los valores representan la media el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento PE porcentaje de inhibicidn|
expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad observada en el grupo control, por lo tanto es igual a 0.

Representa la media £ el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p <.001 comparado con el control

sin tratar.
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Tabla XXI. Efecto de la actividad antifiingica del extracto acuoso de Ruta chalepensis in vitro sobre la
proliferacion de Candida albicans. (Método UFC)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2® Exp3* fndice de
proliferacién®

Control ° 1483 +101.60 16006 | 97307 | 16033 | £121.02 -
7.81 1736.66 +42.211 17273 | £29812 | 17673 | £77.833 1.116%*
15.6 1595.66 | £80254 | 6396 | £57574 | 1736 | 12437 1.060%
31.2 1631.66 +95.628 18293 | * 44.802 17963 | £ 108.95 1.121%*
62.5 1835.33 +79.677 1685.6 +41.159 1781 | 121.30 1.131
125 166166 | 57289 | g4 | £79.952 | 17573 | £70.536 1.127%*
250 1599.66 | £103.62 | 71 | £63.579 | 7433 | £51518 1.069+*
500 1719 | £86.625 | |90 | £20838 | 593 | £68.573 1.210%

® Los valores representan la media * el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los

valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El indice de

proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracion.® Representa la media £ el error estdndar de

3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.
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Tabla XXII. Efecto de la actividad antifiingica del extracto etanélico de Ruta chalepensis in vitro sobre

la proliferacion de Candida albicans.(Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Tndice de
proliferacién”

Control ¢ 98766 | £54228 | 5303 [ £66.132 | 5565 | £65.529 -

7.81 953 +127.81 1363 £23.713 | 10716 | £33.547 1.072%*
15.6 117433 | £17119 | [5046 | £42431 | 3786 | =53.994 1.203*
31.2 977.66 +128.15 1398 +43.431 1419 | * 39.119 1.134%%*
62.5 1155.66 +250.63 1330 + 120.06 13196 | 38.489 1.137*
125 1268.66 | £189.81 [ 15736 | £150.14 | |5553 | £57.158 1.224
250 109133 | £39928 | jaa0 | £57297 | 359 | £62.500 1.162%*
500 112066 | *40.142 1404 +£20.744 | 14503 +64.190 1.188%*

® Los valores representan la media * el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Log
valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El indice de|
proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién.® Representa la media + el error estindar de 3|

experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.

7.5 Fraccionamiento de extractos de R. chalepensis y evaluacion de su actividad

antimicrobiana.

Se realizé una primera extraccion de R. chalepensis empleando 60 g de material vegetal

y 600 ml de metanol como solvente de extraccién. La extraccién se llevd a cabo

empleando un aparato Soxhlet y tuvo una duracién de 40 horas. Al término del proceso

de extraccion y una vez que el solvente alcanzd la temperatura ambiente precipitd un

solido (S1) el cual fue filtrado antes de proceder a la eliminacién del metanol por medio

de un rotavapor. Posterior a la obtencién del extracto crudo metandlico de R. chalepensis
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y haber determinado los rendimientos totales del extracto (ver tabla XXIII), se realiz6

una particién con hexano y con acetato de etilo como se describe a continuacion.

Tabla XXIII. Peso seco y porcentaje de rendimiento del material vegetal

Material vegetal Peso seco del Peso del extracto Rendimiento
material vegetal (g) crudo (g) (%P/P)
R. chalepensis 32 4.07 12.72

7.5.1 Particién del extracto metandlico I de R. chalepensis (Pérez-Castorena y
col.,2006).

La totalidad del extracto metanélico de 14.97 g se disolvio en un volumen de 200 ml de
metanol para posteriormente se verti6 a un embudo de separaciéon de 500 ml. A la
solucién anterior se le afadieron 200 ml de hexano y se agité vigorosamente,
observandose la formacion de un sé6lido insoluble en las paredes del embudo. Una vez
que se formaron las dos fases correspondientes se procedié a separar la fase hexanica
(fase superior) de la fase metandlica y por raspado se recuperd el sélido unido a las

paredes del embudo (S2). Este proceso se realizé por triplicado.

Ya separadas las fases hexdnica y metandlica se procedié a eliminar el solvente de la
fase hexdnica por medio de una destilacién al vacio empleando un rotavapor para asi
obtener el rendimiento. De la fase metandlica solamente se evapor6 el solvente hasta
obtener un volumen aproximado de 50 ml, los cuales fueron vertidos gota a gota en un
vaso de precipitado de 250 ml conteniendo 150 ml de agua destilada, bajo constante
agitacion. La solucién metandlica-acuosa se transfirié a un embudo de separacién de 500
ml y se le afadieron 200 ml de acetato de etilo, se agit vigorosamente y se esperd a que
se formaran las fases de acetato de etilo (fase inferior) y la fase metandlica-acuosa para

posteriormente separarlas. Esto proceso se realiz6 por triplicado.

82



Posterior a la separacion de la fase de acetato de etilo y la metandlica-acuosa se evapord
el solvente de la fase de acetato de etilo empleando un rotavapor y se calculd el

rendimiento (ver tabla XXIV). La fase metanol-agua se desechd.

Tabla XXIV. Rendimientos de la particion con
hexano y acetato de etilo del extracto metandlico I de
R. chalepensis
Extracto I de R. chalepensis Rendimiento (g)

Extracto metandlico 14.97

Hexanica 1.28

Acetato de etilo 2.58

S1 2.54

S2 3.64

7.6. Anilisis de la actividad antibacteriana de la fraccion hexénica, de R. chalepensis in

vitro en contra de S. mutans por el método de MTT y UFC.

Para la evaluaciéon de la actividad antibacteriana de la fraccién hexdnica de R.
chalepensis contra S. mutans se empled el método colorimétrico de MTT, en el cual los
microorganismos se sometieron a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6, 31.2,
62.5, 125,250 y 500 pg/mL) y a una concentraciéon de MTT de Smg/mL y por el método
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados que a continuacién se
presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de mediciéon de actividad

antibacteriana e indice de proliferacion.

7.6.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de la fraccién hexdnica de R. chalepensis in

vitro contra de S. mutans por el método de MTT.

Por medio del analisis de los resultados del ensayo con MTT, se observd que la fraccién
hexénica de R. chalepensis mostré un efecto antibacteriano significativo de 60.51% a
una concentracion de 500pug/mL y de 13.98% a una concentracién minima inhibitoria de

7.81pug/mL (Tabla XXV).
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Tabla XXV. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion hexanica de Ruta chalepensis in vitro

contra Streptococcus mutans. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3 " % de Inhibicion °
Control 0.50213 | £0.1020 | 0.7776 | £0.0406 1.9919 | £0.0924 -

7.81 0.35776 | £0.0582 0.743 | £0.0313 1.6954 | £0.0526 13.98%
15.6 0.32473 | £0.0533 | 0.7329 | £0.0258 1.8532 | £0.0170 17.35%
31.2 0.41993 | £0.0539 | 0.7163 | £0.0102 1.7670 | £0.0158 11.21%
62.5 0.3801 +0.0586 | 0.6732 | £0.0171 1.5517 | £0.0500 17.69%
125 0.2258 | £0.0336 | 0.6170 | £0.0168 1.2651 | £0.0557 34.14%
250 0.22543 | £0.0266 | 0.5218 | £0.0451 1.0362 | £0.0476 41.60%
500 0.18543 | £0.0097 | 0.3198 | £0.0154 | 0.6205 | +£0.0401 60.51%

® Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades épticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por|
tratamiento. ° El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la|
actividad observada en el grupo control. “Representa la media * el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento.

*p < 0.03, **p < .01 *** p < 001 comparado con el control sin tratar.

7.6.2 Andlisis de la actividad antibacteriana de la fraccién hexanica de R. chalepensis in

vitro contra de S. mutans por el método de UFC.

Por medio del analisis de los resultados del ensayo mediante UFC, se observo que la
fraccion hexanica de R. chalepensis mostré un efecto antibacteriano significativo de
39.12% (p<0.01) a una concentracién de 500ug/mL y de 32.28% a una concentracién
minima inhibitoria de 7.8ug/mL (p<0.01) (Tabla XXVI).

84



Tabla XXVI. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion hexanica de Ruta chalepensis in vitro

contra Streptococcus mutans. (Método UFC)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2 Exp3° % de Inhibicion °
Control © 156 | 15716 | 15566 | £6.064 | 1,7 | 26082 -

7.81 103.66 | 4910 | 10566 | £5783 | ga33 | £4176 32.28%"
15.6 95 £3.605 | 10266 | £6173 | gga3 | 2905 | 34.51%%
312 88.66 | 6741 | 19 | %5001 | g4ep | £0.173 36.74%
62.5 9133 | £4.055 | 9743 | 4630 | g333 | +2.905 37.27%"
125 93 £5859 | 9633 | £2.962 g5 | £4.358 36.74%
250 9333 | +3282 | o7 | %5196 | 9 | 6429 37.89%%*
500 88 L5773 | o | £4.041 g0 | £4725 39.12%

R 7 N N .. N b
® Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento .’ El

porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracidn con respecto a la actividad observada en

el grupo control. “Representa la media + el error esténdar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01

*##% p <.001 comparado con el control sin tratar.

7.7 Andlisis de la actividad antibacteriana de la fraccién hexdnica, de R. chalepensis in

vitro en contra de P. gingivalis por el método de MTT y UFC.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de la fraccion hexanica de R.

chalepensis contra P. gingivalis se empled el método colorimétrico de MTT, en el cual

los microorganismos se sometieron a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6,

31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a una concentracién de MTT de S5Smg/mL y por el

método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados que a continuacién

se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicion de actividad

antibacteriana e indice de proliferacion.
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7.7.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de la fraccion hexénica de R. chalepensis in

vitro contra de P. gingivalis por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que la fraccion

hexanica de R. chalepensis mostré una actividad de proliferacion sobre P. gingivalis a

partir de una concentracién de 7.81 pg/mL (p<0.01), en donde la concentracién de 500

ug/mL (p<0.05) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XX VII).

Tabla XXVII. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion hexanica de Ruta chalepensis in vitro

contra Porphyromonas gingivalis. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2® Exp3* fndice de
proliferacién”

Control ¢ 0356 [ +0.009 0418 | £0.004 | 34g [ £0.010 -

7.81 0.454 +0.018 0539 | * 0.011 0.429 | * 0.003 1.26%*
15.6 0429 | £0.037 0.484 | £0.041 0397 | +0.027 1.16%*
31.2 0.404 +0.019 0.551 | +0.008 0433 | £0.039 1.23%*
62.5 0.413 +0.072 0.503 | £0.023 0.435 | £0.001 1.20%*
125 0450 | £0.015 0547 | £0.018 | 445 | £0.008 1.28%*
250 0444 | £0.023 0471 | *0.005 0.426 | +0.001 1.19%*
500 0.439 +0.023 0.485 | *0.001 0.466 | £0.010 1.23%

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento basal

(grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por|

tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. ¢ Representa la

media * el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el

control sin tratar.
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7.7.2 Analisis de la actividad antibacteriana in vitro de la fraccién hexanica de R.

chalepensis en contra de P. gingivalis por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que la fraccion

hexanica de R. chalepensis mostré una actividad de proliferacion sobre P. gingivalis a

partir de una concentracién de 7.81 pg/mL (p<0.05), en donde la concentracién de 500

ug/mL (p<0.001) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XXVIII).

Tabla XXVIII. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion hexanica de Ruta chalepensis in

vitro contra Porphyromonas gingivalis. (Método UFC)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2® Exp3* fndice de
proliferacién”
Control ¢ 51333 [ 218278 | 47733 | £6936 | 333 | 6.429 -
7.81 530.33 +18.487 530 +21.656 37433 | £9.701 1.083*
15.6 521.33 £6.064 | 50366 | +0437 | 37833 | £19.055 1.075*
31.2 515 +£29.206 | 50666 | 30344 404 +3.464 1.077
62.5 541 £12.013 | 54466 | 11200 | 404 66 +6.741 1.141*
125 583 +5567 | senee | 12719 | 40666 | +6.333 1.187%*
250 571.66 +2.962 568.66 | £ 8.685 44433 +5.206 1.197%*
500 588 £8386 | 56066 | £4910 | 41766 | £2.962 1184

? Los valores representan la media * el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los
valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El fndice de

proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracion. © Representa la media * el error estdndar
de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.

7.8 Andlisis de la actividad antifingica de la fraccion hexdnica, de R. chalepensis in

vitro en contra de C. albicans por el método de MTT y UFC. Para la evaluacién de la

actividad antibacteriana de la fraccién hexanica de R. chalepensis contra C. albicans se
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empled el método colorimétrico de MTT, en el cual los microorganismos se sometieron

a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a

una concentraciéon de MTT de Smg/mL y por el método de Unidades Formadoras de

Colonias (UFC). Los resultados que a continuacién se presentan se obtuvieron siguiendo

esta metodologia de medicion de actividad antibacteriana e indice de proliferacion.

7.8.1 Andlisis de la actividad antiftingica de la fraccion hexdnica de R. chalepensis in

vitro en contra de C. albicans por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que la fraccion

hexdnica de R. chalepensis mostré una actividad de proliferacién sobre C. albicans a

partir de una concentracion de 7.81 pg/mL (p<0.05), en donde la concentracién de 500

ug/mL (p<0.05) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XXVIV).

Tabla XXIX. Efecto de la actividad antifiingica de la fraccién hexanica de Ruta chalepensis in vitro

sobre la proliferacion de Candida albicans. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl* Exp2* Exp3* Tndice de
proliferacién®

Control © 03653 | £0.0155 | () 4n39 | £0.0007 | (3514 | *0.0047 -

7.81 04433 | 200027 | a4 | £00IIL | (4095 | *0.0031 1.150%
15.6 04252 | £0.0333 | (4517 | £0.0206 | (3990 | ¥0.0173 1.118%
312 04128 | £0.0085 | () 4553 | £0.0054 | 4333 | *0.0394 1.140%
62.5 04854 | £0.0082 | (495 | £0.0184 | 4367 | *0.0004 1.241%%
125 04621 | £0.0068 | () 4aq | £0.0202 | 4441 | =0.0084 1183
250 04461 | £00169 | (465 | £0.0050 | 4096 | =0.0116 1178+
500 04515 | £0.0201 | (476 | 0.0041 | 4794 | *0.0075 1.233%

“ Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las

Opticas

en el crecimi

basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un|

experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. * El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. © Representa la media + el error estindar de 3

experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.03, **p <.01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.
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7.8.2 Andlisis de la actividad antiftingica de la fraccion hexdnica de R. chalepensis in

vitro contra de C. albicans por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que la fraccion

hexdanica de R. chalepensis mostré una actividad de proliferaciéon sobre C. albicans a

partir de una concentracién de 7.81 pg/mL (p<0.05), en donde la concentracién de 500

ug/mL (p<0.05) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XXX).

Tabla XXX. Efecto de la actividad antifingica de la fraccion hexanica de Rufa chalepensis in vitro sobre

la proliferacion de Candida albicans. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2® Exp3 Tndice de
proliferacién”

Control ¢ 326.333 +4.841 251 £9.073 | 15666 | *9-279 -

7.81 352 *+11.930 | 558133 +5.811 27533 | £10.413 1.061*
15.6 354 | E4932 | 75 | £10692 | 575 e | 24702 1,081+
31.2 376 +4.358 | 177133 +6.936 268.66 | *3-480 1.105*
62.5 427 + 8.386 28833 | * 2.603 277 +5.291 1.189
125 302333 | 3179 | 567 | 5859 | 31033 | £10.651 1.169%
250 432333 | * 14.251 18533 | * 4.702 325 +2.081 1.250%*
500 108 | 210059 | segee | £4055 | 35, | *6.350 1244

? Los valores representan la media * el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los

valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El indice de

proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracion. © Representa la media * el error estdndar

de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.
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7.9 Anadlisis de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo, de R.

chalepensis in vitro en contra de S. mutans por el método de MTT y UFC.

Para la evaluacidon de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de R.

chalepensis contra S. mutans se empled el método colorimétrico de MTT, en el cual los

microorganismos se sometieron a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6, 31.2,

62.5, 125,250 y 500 pg/mL) y a una concentraciéon de MTT de Smg/mL y por el método

de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados que a continuacién se

presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicién de actividad

antibacteriana e indice de proliferacion.

7.9.1 Analisis de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de R.

chalepensis in vitro contra S. mutans por el método de MTT.

Por medio del analisis de los resultados del ensayo con MTT, se observd que la fraccién

acetato del etilo de R. chalepensis mostr6 un efecto antibacteriano significativo de

48.7% a una concentracion de 500ug/mL y de 19.35% a una concentracién minima

inhibitoria de 7.81ug/mL (Tabla XXXI).

Tabla XXXI. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis in

vitro contra Streptococcus mutans. (Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2* Exp3*° % de Inhibicién °
Control © 03614 | £0.0307 | (7495 | £0.0531 | | 5441 | £0.0461 -

7.81 03074 | £0.0382 | () sggq | £0.0890 | | go36 | *0.2614 19.35%
15.6 02873 | £0.0416 | () 359 | £0.0708 | | gsg7 | *0.1203 16.62%
312 02761 | £0.0304 | (731 [ £0.0180 | | gg57 | =0.0982 9.34%
62.5 02346 | £0.0318 | (7546 | £0.0130 | | 707, | £0.0773 10.98%
125 02597 | £0.0131 | () eary | £0.0554 | | 443g | £0.0538 19.70%%**
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250 02100 | £0-0137 | 5645 | £0.0908 | | 139 | +0.0098 30.27%*

500 01688 | £0.0012 | 401 [ 01188 |y 4975 | 0.0385 48.70%

® Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades dpticas obtenidas en el crecimiento
basal (grupo control). Los valores representan la media + el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones po
tratamiento. ° El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracidén con respecto a la
actividad observada en el grupo control. “Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento.

*p <0.05, #p < .01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.

7.9.2 Analisis de la actividad antibacteriana de la fraccidon acetato de etilo de R.

chalepensis in vitro contra S. mutans por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que la fraccion
acetato del etilo de R. chalepensis mostr6 un efecto antibacteriano significativo de
30.68% a una concentraciéon de 500ug/mL (p < 0.05) y de 15.30% a una concentracién
minima inhibitoria de 7.8 1pg/mL (Tabla XXXII).

Tabla XXXII. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis

in vitro contra Streptococcus mutans. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3° Inhibicion del
crecimiento”
Control ¢ 129.66 | £3179 | 16233 | £9134 | ;1966 | £8-819 -
7.81 11 4841 | 3033 | £71264 | |7 | #5.507 15.30%
15.6 118.666 +2.027 112.66 | * 15.213 93 +4.163 20.40%
31.2 10066 | £4977 | 110 | %6350 | 19333 | %5.840 22.91%*
62.5 01333 | £5238 | [57133 | £5.174 | gy¢6 | 10913 24.37%
125 g5 £3055 | |1533 | 4484 | gga3 | %1855 29.87%*
250 0333 | £13383 | 0066 | £10.837 | o9 | £10.583 31.49%**
500 26.666 | 2333 | 10366 | #8875 | 9333 | £10.651 30.68%*
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?Los valores representan la media * el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento Los valores representan la media + el error estdndar de
un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ” El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a
la actividad observada en el grupo control, por lo tanto es igual a 0. ° Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, *¥p <
.01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.

7.10 Analisis de la actividad antibacteriana de la fraccién acetato de etilo, de R.

chalepensis in vitro en contra de P. gingivalis por el método de MTT y UFC.

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana de la fraccién acetato de etilo de R.
chalepensis contra P. gingivalis se empled el método colorimétrico de MTT, en el cual
los microorganismos se sometieron a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6,
31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a una concentracién de MTT de Smg/mL y por el
método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados que a continuacion
se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de mediciéon de actividad

antibacteriana e indice de proliferacién.

7.10.1 Analisis de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de R.

chalepensis in vitro contra P. gingivalis por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que la fraccion
acetato del etilo de R. chalepensis mostr6 una actividad de proliferaciéon sobre P.
gingivalis a partir de una concentracion de 7.81 pg/mL (p<0.05), en donde la
concentracion de 500 pg/mL (p<0.01) fue la que mostré6 mayor estimulo (Tabla

XXXIII).
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Tabla XXXIII. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis

in vitro sobre la proliferacion de Porphyromonas gingivalis. (Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Tndice de
proliferacién”

Control ¢ 03425 | £0.0081 | 3898 | £0.0232 | 3474 | £0.0026 -

7.81 04250 | £0.0044 | 4o1g | £0.0053 | (4965 | £0.0061 1.179%
15.6 0.3758 +£0.0047 | 4542 | 0.0 156 0.3879 | +0.0282 1.127%%
31.2 04768 | £0.0034 | 4369 | 200114 | 333 | £0.0394 1.247*
62.5 0.4122 +£0.0027 | 44704 | +0.0187 0.4249 +0.0005 1.210%**
125 04490 | £0.0137 | gs0s4 | £0.0065 | (4457 | £0.0084 1.296%*
250 04403 | *0.0096 | 4664 | £0.0154 | (4305 | £0.0160 1.240%*
500 0.4655 +£0.0101 | 4732 +0.0069 0.4567 | ¥0.0113 1.292%*

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento basal
(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ° El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién.® Representa 14
media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p < 001 comparado con el

control sin tratar.

7.10.2 Anélisis de la actividad antibacteriana de la fraccidn acetato de etilo de R.

chalepensis in vitro contra P. gingivalis por el método de UFC.

Por medio del analisis de los resultados del ensayo con UFC, se observo que la fraccion
acetato del etilo de R. chalepensis mostré una actividad de proliferaciéon sobre P.
gingivalis a partir de una concentraciéon de 7.81 pg/mL (p<0.01), en donde la
concentracion de 500 pg/mL (p<0.01) fue la que mostr6 mayor estimulo (Tabla

XXXIV).
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Tabla XXXIV. Efecto de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis

in vitro sobre la proliferacion de Porphyromonas gingivalis. (Método UFC)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3* Tndice de
proliferacién”

Control ¢ 137.333 £2.027 | 1pp33 | #4055 | |pg33 | £2.027 -

7.81 145.66 +4.371 135.66 +1.452 138.33 | £3.527 1.081%%*
15.6 145 5201 | a566 | *4409 | (34 | 22.886 1.094
31.2 154 4509 | 14033 | #2403 | 45 | %2309 1.132%%
62.5 148 +2.886 141.33 +5.840 146.66 | ¥2.728 1.123%%*
125 163.333 +3.179 133.66 +6.359 138 +6.082 1.121*
250 153333 | 6489 | 13066 | #4096 | 45133 | £4.333 1.106%*
500 157.66 +2.027 137 +4.041 147 +2.645 1.138%%*

? Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ° El indice
de proliferacion expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién. ¢ Representa la media * el error
estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p <.001 comparado con el control sin tratar.

7.11 Andlisis de la actividad antifiingica de la fraccion acetato de etilo, de R. chalepensis

in vitro en contra de C. albicans por el método de MTT y UFC.

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana de la fraccion acetato de etilo de R.
chalepensis contra C. albicans se empled el método colorimétrico de MTT, en el cual
los microorganismos se sometieron a soluciones seriadas de los extractos (7.81, 15.6,
31.2, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL) y a una concentracién de MTT de Smg/mL y por el
método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados que a continuacion
se presentan se obtuvieron siguiendo esta metodologia de medicion de actividad

antibacteriana e indice de proliferacion.
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7.11.1 Anadlisis de la actividad antifingica de la fracciéon acetato de etilo de R.

chalepensis in vitro contra C. albicans por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que la fraccion
acetato del etilo de R. chalepensis mostré una actividad de proliferaciéon sobre C.
albicans a partir de una concentraciéon de 7.81 pg/mL (p<0.05), en donde la

concentracion de 500 pg/mL (p<0.01) fue la que mostré mayor estimulo (Tabla XXX).

Tabla XXX. Efecto de la actividad antifiingica de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis in vitro

sobre la proliferacion de Candida albicans.(Método MTT)

Concentracién (ug/ml) Expl * Exp2® Exp3* fndice de
proliferacién”

Control ¢ 04076 | 200050 | 1393 | #0.0358 | (40pg | £0.0328 -

7.81 0.4854 +0.0606 0.4351 | *0.0109 0446 | *0.0337 1.135*
15.6 04649 | *0.0331 | 503 | 200172 | (47gg | +0.0313 1.160%*
31.2 0.4699 +0.0387 0.4797 +0.0489 | (4838 | *0.0400 1.191%*
62.5 0.454 £0.0421 | 5162 +0.0465 0.4806 | *0.0436 1.205*
125 04813 | £0.0299 | 15579 | £0.0121 | 555 | +0.0088 1.264%%
250 0.4619 +0.0694 0.5088 +0.1273 0.5283 +0.0127 1.245%
500 05102 | 200067 | 5060 | 00116 | 55515 | £0.0005 1,294+

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento basal
(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién.® Representa la
media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 ***p < 001 comparado con el

control sin tratar.
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7.11.2 Andlisis de la actividad antifingica de la fracciéon acetato de etilo de R.

chalepensis contra C. albicans por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que la fraccion

acetato del etilo de R. chalepensis mostré una actividad de proliferaciéon sobre C.

albicans a partir de una concentraciéon de 7.81 pg/mL (p<0.01), en donde la

concentracion de 500 ug/mL (p<0.001) fue la que mostr6 mayor estimulo (Tabla

XXXVI).

Tabla XXXVI. Efecto de la actividad antifiingica de la fraccion acetato de etilo de Ruta chalepensis in

vitro contra C. albicans . (Método MTT)

Concentracién (pg/ml) Expl * Exp2* Exp3° Tndice de
proliferacién”

Control ° 150 £3.214 | 11666 | 2333 122 +5.033 -

7.81 159.333 +1.855 128.33 +2.603 128.66 | *2.848 1.071%*
15.6 173333 | #2962 | 13333 | #4176 | 5933 | %2.603 1121
31.2 162333 | 4409 | 15966 | 25696 | 13733 | *2.905 1.089%*
62.5 178 +1.732 131.66 +3.756 13433 | *3.179 1.142*
125 165.333 +3.711 136.33 +4.409 136 + 3.605 1.126%*
250 171333 | #2027 | 33 | #3055 | 33 | £2.081 1.125%*
500 173333 | #2603 | [3733 | #2403 | [unge | £3.179 1.166%#+

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento basal

(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por|

tratamiento. ® El indice de proliferacién expresa la actividad de crecimiento bacteriana observada en cada concentracién.® Representa la

media + el error estindar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 ***p < 001 comparado con el

control sin tratar.
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7.12 Fraccionamiento cromatografico biodirigido de la extraccidon I
Fraccionamiento cromatogréfico de la particién hexdnica

Columna 1

Para el fraccionamiento de la particiéon hexdnica se empleé una cromatografia en
columna con 20 g de silica gel, los cuales se suspendieron en hexano para ser
empaquetados en la columna de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 5.1.4. 1
g de de la particion hexdnica se disolvié en una pequefia cantidad de hexano para ser
aplicada en la columna y la elucion de la columna se realiz6 empleando el siguiente
gradiente de elucion: n-hexano-cloroformo (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50,
40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de 50 ml), cloroformo-acetato de etilo
(90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0:100 v/v; cada uno de
50 ml). Finalmente se eluy6 la columna con 50 ml de metanol para arrastrar los
compuestos mds polares unidos a la silica. Se colectaron 110 fracciones de
aproximadamente 10 ml cada una las cuales se analizaron por medio de CCF
permitiendo agruparlas de acuerdo a la similitud en su Rx Por lo tanto se formaron 8
fracciones las cuales se denominaran fracciones colectivas (FC) y se evalué su

rendimiento (ver tabla XXXVII).

97



FC Fracciones Rendimiento

: mezcladas (mg)

,---------:\I 1 1-30 106.7

________ ' 2 31-43 56.3

......... ;13 44-49 46.0

4 50-64 284.7

5 65-67 328.8

6 68-73 199.6

7 74-77 14.7

Figura 23. CCF de FC de Columna 1. Eluente: S 78-110 96.3

CHCI;:EtOAc  (9.5:0.5; 10 ml).
Revelador: luz UV a 254 nm.

Tabla XXXVII. Rendimiento de FC de la columna 1

Posteriormente se realiz6 una CCF de las FC para evaluar el desplazamiento de los

compuestos observando una distribucién de menor a mayor polaridad (figura 23).

En las FC 2, 4 y 5 se detectaron compuestos con un Ry de 0.78, 0.63 y 0.56
respectivamente, los cuales se encuentran con una pureza parcial y en una concentracion

adecuada para continuar la purificacion de los mismos.
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Columna 2

Fraccionamiento cromatogréfico de FC2 de la columna 1 y aislamiento de C1

La FC2 perteneciente a la columna 1 contiene un compuesto con un Ry de 0.78 (CHCls:
EtOAc 9.5:0.5) el cual se encuentra con un grado parcial de pureza, ademds de

encontrarse en una concentracion adecuada para purificar esta fraccion.

Para el desarrollo de esta columna se emple6 como fase estacionaria Sephadex LH-20 y
como fase mévil 100 ml de metanol. Se aplicé la totalidad de la muestra de la FC2 de
56.3 mg. Al final del proceso cromatografico se recuperaron 20 fracciones, de 5 ml

aproximadamente.

Una vez que se recuperaron las fracciones, estas fueron evaluadas por medio de CCF
(figura 24) y se decidi6 agrupar las fracciones de acuerdo a su similitud con su Ry en 3

FC para posteriormente evaluar sus rendimientos, ver tabla XXXVIII.

FC Fracciones Rendimiento
mezcladas (mg)
1 1-5 43 ___
2 6 5.8 E\ ___________
3 7-20 24.6

Tabla XXXVIII. Rendimientos de FC de la
columna 2.

Figura  24. CCF de  fracciones
99 correspondientes a Columna 2.
Eluente: CHCL; (10 ml).

Revelador: n7z 1TV a 254 nm



7.13 Andlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra S. mutans

por el método de MTT y UFC

7.13.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra contra S.

mutans por el método de MTT

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que

Chalepensina mostré un efecto antibacteriano significativo de 77% (p<0.001) en una

concentracion de 500pug/mL y de 58% a una concentracion de 7.8ug/mL (p<0.01) contra
S. mutans (Tabla XXXIX).

Tabla XXXIX. Efecto de la actividad antibacteriana de chalepensina in vitro contra Streptococcus

mutans. (Método MTT)

Concentracién Expl * Exp2* Exp3* % de Inhibicién”
(ng/ml)

Control * 0611 | +0014 | 0589 | £0.017| 0542 =20.010 -

7.8 0312 | £0.057| 0.190| +0.031| 0.168| 0.019 589+
15.62 0365 | £0.021| 0271 | 0011 | 0.192| 0.026 47 %%
31.25 0270 | +0.026 | 0266 | +0.049 | 0.177 | =+0.022 550w+
62.5 0.120 | +0.006 | 0241 | =+0.016| 0214 | =20.030 69%*+
125 0.132 | £0012| 0303 | £0.058| 0.170| =0.010 63%%*
250 0.126 | +0.007 | 0257 | £0.057 | 0.157| =0.020 68%*++
500 0.138 | +0.018| 0.134| 0009 | 0.142| 20014 TTG

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades Gpticas obtenidas en el crecimiento basal

(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por|

tratamiento.” E1 Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad

observada en el grupo control. Representa la media * el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05

*##p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.

100



7.13.1 Andlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra S. mutans

por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que

Chalepensina mostré un efecto antibacteriano significativo de 71% (p<0.01) a una

concentraciéon de 500pug/mL y de 53% a una concentracién de 7.8 ug/mL (p<0.05)

contra S. mutans (Tabla XL).

Tabla XL. Efecto de la actividad antibacteriana de chalepensina in vitro contra Streptococcus mutans.

(Método UFC)
Concentracién Expl * Exp2 * Exp3* Inhibicién
(ug/ml) del
crecimiento”
Control * 452 +6.205 73.6 +8.981 89.5 +1.061 0
7.8 29.2 +2.286 37.5 +1.061 30.5 +1.714 53%*
15.62 13 +3.102 32.5 +3.184 38.5 +1.388 599%*
31.25 12.2 +1.796 36.1 +1.551 335 +4.000 60%*
62.5 27.3 +5.797 25.6 +2.612 31.6 +7.511 599+
125 19.9 +4.000 19.3 +0.571 24.5 +3.184 69%*++
250 22 +3.592 15.2 +2.286 20.7 +1.714 729
500 15.8 +0.653 19.2 +2.286 23.4 +3.919 71%%*

* Los valores representan la media # el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento. ” El Porcentaje de

inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad observada en el grupo control.

Representa la media = el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01 *** p <.001 comparado con|

el control sin tratar.
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7.14 Andlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra P. gingivalis

por el método de MTT y UFC

7.14.1. Anadlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra P.

gingivalis por el método de MTT

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que
Chalepensina mostr6 un efecto antibacteriano 18.75% (p<0.01) en una concentracion de
15.62ug/mL y de 18.20% a una concentracion minima inhibitoria de 7.8ug/mL (p<0.01)
contra P. gingivalis (Tabla XLI).

Tabla XLI. Efecto de la actividad antibacteriana de chalepensina in vitro contra Porphyromonas

gingivalis. (Método MTT)

Concentracién Expl * Exp2* Exp3? Inhibicién del
(ng/ml) crecimiento”
Control * 13956 | +0.0543 127 | +0.1250 | 1.0273 | +0.0118 -

7.8 1.1453 | +0.0403 | 1.035 | +0.0945 | 0.826 | +0.0863 18.20%*
15.62 1.127 | +0.0654 | 1.0386 | +0.0231 | 0.845 | +0.0370 18.75%**
31.25 1.1923 | +0.1065 | 1.1873 | +0.0638 | 0.8973 | +0.0383 10.72%*
62.5 12233 | +0.1297 | 1.205 | 0.0303 | 092 | +0.0345 8.90%*
125 12696 | +0.1200 | 1.0973 | +0.1222 | 0926 | +0.1118 11.20%%*
250 12923 | +0.1542 | 1.0723 | 0.1549 | 0.9536 | +0.0477 11.29%*
500 1329 | #0.1655 | 1202 | +0.106 | 0.6706 | +0.1130 5.05%

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades 6pticas obtenidas en el crecimiento basal
(grupo control). Los valores representan la media + el error estindar de un experimento representativo con tres repeticiones por
tratamiento. ° El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad|
observada en el grupo control. Representa la media * el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05

*##p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.
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7.14.2 Andlisis de la actividad antibacteriana de Chalepensina in vitro contra P.

gingivalis por el método de UFC.

Por medio del anélisis de los resultados del ensayo con UFC, se observd que Chalepensina mostrd un

mayor efecto antibacteriano en un 24.04% (p<0.05) a una concentracién de 250ug/mL y de 10.49% a una

concentracién minima inhibitoria de 7.8ug/mL (p<0.001) contra P. gingivalis (Tabla XLII).

Tabla XLII. Efecto de la actividad antibacteriana de chalepensina in vitro contra Porphyromonas

gingivalis. (Método UFC)

Concentracién Expl * Exp2 * Exp3? Inhibicién del
(ug/ml) crecimiento”
Control © 35543 | +8.981 | 366.5 | +18.167 | 356.33 | +34.701 -

7.8 31633 | +4.898 | 329.83 | +1.020 | 314.83 | +45.927 10.49% %+
15.62 267.16 | +9.797 | 287.66 | +5.715 | 328.66 | +13.063 23.14%*
31.25 337.66 | +11.022 | 272 | +47.765 | 328.5 | +35.313 15.55%
62.5 33233 | +14288 | 282 | £22.045 | 320 | +3.674 14.90%
125 313.66 | +12.655 | 286.33 | +81.241 | 326.16 | +23.066 16.88%
250 301 +15.513 | 247.33 | +35.925 | 290.5 | +12.859 24.04%*
500 292 2041 | 318 | +2.857 | 309.66 | +3.265 15.50%%**

o . . . . e . b
® Los valores representan la media * el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento .” El
porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracidon con respecto a la actividad observada en
el grupo control. “Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01

*##% p <.001 comparado con el control sin tratar.
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7.15 Andlisis de la actividad antifingica de Chalepensina in vitro contra C. albicans por

el método de MTT y UFC.

7.15.1 Andlisis de la actividad antifingica de Chalepensina in vitro contra C. albicans

por el método de MTT.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con MTT, se observé que

Chalepensina mostré un mayor efecto antifingico en un 20.22% (p<0.01) a una

concentracion de 250ug/mL y de 13.52% a una concentracién minima inhibitoria de

7.8ug/mL (p<0.05) contra C. albicans (Tabla XLIII).

Tabla XLIII. Efecto

de la actividad antifingica de chalepensina in vitro contra Candida albicans.

(Método MTT)

Concentracién Expl * Exp2* Exp3? Inhibicién del
(ng/ml) crecimiento”
Control * 0.6906 | +0.0188 | 0.6526 | +0.0453 | 0.64 | +0.0494 -

7.8 0.599 | +0.0062 | 0.5626 | +0.0146 | 0.5986 | +0.0481 13.52%*
15.62 0.6056 | +0.0341 | 0.5546 | +0.0235 | 0.5326 | +0.0833 13.62%%*
31.25 0.5733 | 0.0129 | 0.587 | +0.0556 | 0.4696 | +0.0231 13.62%*
62.5 0.5823 | +0.0356 | 0.5486 | +0.0329 | 0.5263 | +0.0654 |  15.80%%+*
125 0.5863 | +0.0223 | 0.596 | 20.0112 | 0.466 | +0.0483 11.98%%*
250 0.5666 | +0.0407 | 0.505 | +0.0468 | 0.4643 | +0.0366 20.22%%*
500 0.608 | +0.0597 | 0.5046 | +0.0538 | 0.4903 | +0.0213 17.17%%*

* Valores de absorbancia (570nm) del grupo control, se emplea como referencia de las densidades dpticas obtenidas en el crecimiento basal

(grupo control). Los valores representan la media + el error estdndar de un experimento representativo con tres repeticiones pol

tratamiento. ® El Porcentaje de inhibicién expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracién con respecto a la actividad|

observada en el grupo control. Representa la media + el error estdndar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05

*##p < .01 *** p < .001 comparado con el control sin tratar.
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7.15.2 Andlisis de la actividad antifingica de chalepensina in vitro contra C. albicans

por el método de UFC.

Por medio del andlisis de los resultados del ensayo con UFC, se observé que
Chalepensina mostr6 un mayor efecto antifingico en un 24.14% (p<0.01) a una
concentraciéon de 500ug/mL y de 2.76% a una concentracién minima inhibitoria de

7.8ug/mL contra C. albicanss (Tabla XLIV).

Tabla XLIV. Efecto de la actividad antifiingica de chalepensina in vitro contra Candida albicans.

(Método UFC)

Concentracién Expl * Exp2 * Exp3? Inhibicién del
(ng/ml) crecimiento”
Control © 115333 | £1.224 | 143.5 | %7.756 | 149.66 | +15.105 -

7.8 111.66 | +1.632 | 140 | £17.962 | 125 | +10.614 2.76%
15.62 99 +12.655 | 130 | +1.632 | 142.66 | +17.146 11.529%*
31.25 102.66 | +6.123 111 | +8.164 | 123.66 | +4.082 17.45%%**
62.5 98.66 | 3265 | 112 | +4.898 | 140.66 | +£19.595 18.60%**
125 110.33 | +8.981 115 | +4.899 | 13233 | +24.494 12.94%
250 80.66 | +6.123 | 11833 | £11.022 | 125 | +14.288 19.63%
500 81.66 | +5307 | 114.66 | +22.453 | 110.33 | 6.123 24.14% %

® Los valores representan la media * el error estandar de un experimento representativo con tres repeticiones por tratamiento PEl
porcentaje de inhibicion expresa la actividad antimicrobiana observada en cada concentracion con respecto a la actividad observada en
el grupo control. “Representa la media + el error estandar de 3 experimentos con 3 repeticiones por tratamiento. *p < 0.05, **p < .01
##% p <.001 comparado con el control sin tratar.
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7.16 Resultados Espectroscopicos

7.16.1 Andlisis espectrométrico y espectroscopico del compuesto C1
Andlisis de espectrometria de masas

En la figura 25 se muestra un espectro de espectrometria de masas por el método de
ionizacion por electrospray en su modo positivo, en el cual se puede observar el aducto
del ion molecular con un protén [M+H]+ a w/z = 255.1. También se observa el aducto del
1on molecular con el ion sodio [M+Na]+a m/z, = 277.1. Estos aductos permiten identificar
el peso del compuesto al restar el peso del proton y del ion sodio respectivamente,
quedando la masa del compuesto en 254.1 uma. Del mismo modo y de una forma
confirmatoria de la masa del compuesto C1 se ubicé la sefial producida por el ion

[2M+Nal+a m/;, = 531.2.

El espectro de alta resolucién de (+)-HR-ESI-MS de la figura 26 muestra de nuevo
varios aductos simples del compuesto C1, primero se ubica el aducto [M+H]+ a w/z =
255.1014, y a continuacién el aducto [M+Na]+ con una masa de 277.0835. Los valores
de peso molecular calculados para CisHi1503 y para CieHi4NaOs son 255.1016 y
277.0835, respectivamente, lo cual concuerda con el peso molecular de los dos primeros
aductos indicados arriba. Se propone por lo tanto la férmula molecular Ci6H140O3 para el

compuesto C1, después de substraer un dtomo de H o de Na, respectivamente.
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Figura 25. Espectro de masas (+)-ESI-MS del compuesto C1
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Figura 26.Espectro de masas de alta resolucion (+)-HR-ESI-MS del compuesto C1.

7.16.2 Anélisis de Resonancia Magnética Nuclear
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Figura 27. Espectro general de {H-RMN del compuesto C1 en CDCls.
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En el espectro de 1H-RMN de la figura 27 se procedié primero a identificar la sefial
correspondiente al solvente sin deuterar (CHCI3) a 7.25 ppm. Una vez identificada esta
sefal es posible observar claramente 8 sefiales correspondientes al compuesto C1, las
sefiales A, B, C y D estdn representadas por cuatro singuletes (s) con desplazamientos de
7.64, 7.63, 7.61 y 7.37 ppm respectivamente, las cuales integran para cuatro metinos de
protones aromdticos. La sefial E con un desplazamiento de 6.78 ppm y una multiplicidad
de doblete (d) asi como la sefial F con desplazamiento a 6.18 ppm y una multiplicidad de
doble doblete (dd) integra cada una para 1 proton. La sefial E tiene acoplamiento con un
metino en la regién de aromaticos (sefal B) y la sefial F posee un acoplamiento con la
sefal de un protén de la region de aromaticos (sefial G). Por otra parte la sefial G con un
desplazamiento a 5.08 ppm tiene multiplicidad de multiplete (m) integra para dos
protones y finalmente a 1.48 ppm se ubica la sefial H la cual esta representada como un
singulete que integra para 6 protones en el area de grupos metilo. Los datos obtenidos de

este espectro se resumen en la tabla XL'V.

Senal o Multiplicidad J (Hz) Integracion
A 7.64 s 1H
B 7.63 s 1H
C 7.61 5 1H
D 7.37 5 1H
E 6.78 d 1.20 1H
F 6.18 dd 10.86, 17.30 1H
G 5.08 m 2H
H 1.48 s 6H

Tabla XLV. Resumen de sefiales del espectro de '"H-RMN de C1.

También ser realiz6 un andlisis bidimensional de RMN para poder observar las
correlaciones que hay entre las sefiales de los protones del compuesto a través de 3 o
mds enlaces. En la figura 28 se presenta un espectro de COSY (Correlation

Spectroscopy).
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El andlisis de este espectro permite ubicar dos correlaciones a largo alcance entre las
sefales G (5.08 ppm) y la sefial H (1.48 ppm) ademds de la correlacion de la sefial A
(7.64 ppm) con la sefial H. Esto permite identificar la cercania que existe entre los

grupos metilo de la sefial H con el anillo aromdtico donde se encuentra la sefial A.
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Figura 28. Espectro general de COSY del compuesto C1 en CDCls.

En una ampliacién del espectro de COSY (figura 29) se pueden observar mds claramente
las correlaciones que existen entre los protones aromaticos asi como el acoplamiento de
un protén vinilico. Primeramente se observa la correlacion entre la sefial B (7.63 ppm) y
la sefial E (6.78 ppm) a 3 enlaces identificando a estos protones como vecinos. El
acoplamiento del protén F (6.18 ppm) con los protones G (5.08 ppm) parecen indicar la
presencia de un doble enlace terminal. Ademds de estos acoplamientos entre protones
vecinos se puede ubicar la sefial de un acoplamiento a largo alcance entre la sefial D

(7.37 ppm) y E (6.78 ppm).
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Figura 29. Ampliacion del espectro COSY del compuesto C1 en CDCls.

En la tabla XLVI se resumen los acoplamientos registrados en el espectro COSY del
compuesto C1.

Senal Acoplamiento

A H

B E

&

D E

E B.D

F G

G 58

H A.G

Tabla XLVI. Acoplamientos registrados espectro COSY del compuesto C1.

Por otra parte en el espectro de 13C-RMN, de la misma forma que en el espectro de
protones se identifico la sefal correspondiente al solvente sin deuterar (CHCI3) con un

desplazamiento que va de 77.25 a 76.74 ppm. Después de descartar la sefial del solvente
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se pueden identificar 15 sefiales correspondientes al compuesto bajo estudio, ver figura
30.

Figura 30. Espectro de ' C-RMN del compuesto C1 en CDCl.

Las sefiales de los carbonos 1, 2 y 3 presentan un desplazamiento superior a 150 ppm lo
que permite ubicar a estos carbonos unidos a dtomos mds electronegativos que el
carbono, en este caso unidos a dtomos de oxigeno. El desplazamiento del carbono 1
(159.81 ppm) pertenece a un grupo carbonilo de lactona. La influencia del oxigeno con
hibridacion sp3 del grupo lactona disminuye el desplazamiento comun de un grupo
carbonilo de cetona, el cual fluctia entre 185 y 210 ppm. Con respecto al resto de las
seflales, se pueden clasificar como sefales de carbonos aromdticos u olefinicos
(hibridacién sp2) de la sefial 2 a la sefial 13, en tanto las sefiales 14 y 15 corresponden a
carbonos alifdticos; aunque el espectro presenta solo 15 sefiales, la sefial numero 15
corresponde a dos carbonos los cuales son simétricos y presentan el mismo entorno
quimico. Para la completa clasificacién de estas sefales se hizo uso de otra técnica
bidimensional de RMN, HSQC (Heternuclear Single Quantum Coherence). El empleo
de esta técnica nos permite conocer el acoplamiento carbono-hidrégeno (13C-1H) a un
enlace, de esta forma se logré adjudicar determinada sefial de un protén a una

determinada sefial de carbono y al mismo tiempo confirmar la correcta clasificaciéon de
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las sefiales del espectro de 13C-RMN en metilos, metilenos, metinos y carbonos

cuaternarios, tabla XLVIIL.

Senal o Clasificacion
1 159.81 Cq
2 15577 Cq
3 151.21 Cq
4 146.51 CH
5 145.38 CH
6 138.25 CH
! 133.03 Cq
8 124.51 Cq
9 119.46 CH
10 115.84 Cq
11 112.25 CH,
12 106.27 CH
13 98.84 CH
14 40.44 Cq
15 26.08 CH;
16 26.08 CH;

Tabla XLVII Resumen de sefiales del espectro de 13C-RMN del compuesto C1.

En la figura 31 se muestra el espectro de HSQC en el cual se pueden observar los
acoplamientos C-H a un enlace del compuesto C1 y en la tabla XLVIII se resumen los

acoplamientos C-H que muestra este espectro.
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Figura 31. Espectro de HSQC del compuesto C1. A, espectro general de HSQC. B,
ampliacion del espectro de HSQC. 1H: 4.5-8.5 ppm 13C: 80-165 ppm.

Una vez establecidos los acoplamientos C-H a un enlace que se produjeron se puede
confirmar que los carbonos 1, 2, 3, 7, 8, 10 y 14 son carbonos cuaternarios de los cuales
solamente el carbono 14 pertenece a una cadena alifatica del compuesto, los otros
carbonos pertenecen a la region de aromaéticos y olefinicos. Con los que respecta a las
sefnales de los carbonos 4, 5, 6,9, 12 y 13 son metinos, en tanto la sefial 11 corresponde
a un metileno olefinico. La sefial del carbono 15 corresponde a dos grupos metilo de la
region alifédtica, a esta conclusion se llega basandonos en la integracién de 6 protones
para la sefial H en el espectro de 1H-RMN, esta situacién se presenta debido a que

ambos grupos metilos son simétricos y presentan el mismo entorno quimico. Cada uno
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de los acoplamientos antes mencionados se representa mostrando solamente el
desplazamiento quimico de las sefiales de protones (& 1H) en la fila del carbono

correspondiente.

Senal 37C HMBC 5H
1 150,81
2 155.77
3 151.21
3 146,51 08321 763
3 14538 16, 15, 14 618
6 13825 | 14.13.10.3.1 764
7 133.03
8 124,51
0 11046 | 13.12.6.3.2 761
10 115.84
11 112.25 4.5 508
12 106.27 3.4, 6.78
13 08 84 10,8.3.2 737
14 4044
15 2608 | 16 “{} 14.7, 1.48
16 2608 | (16X 1?1 L 148

Tabla XLVIII. Resumen de correlaciones del espectro de HSQC y HMBC del compuesto C1

Ademais de los andlisis que se realizaron al compuesto para identificar los acoplamientos
de C-H a un enlace y conocer la naturaleza de cada una de las sefiales tanto del espectro
de 1H-RMN y de 13C-RMN, se realizé un analisis de HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation) con el cual podemos observar los acoplamientos C-H a 2 o 3 enlaces
y en sistemas conjugados hasta 4 enlaces, este tipo de informacién nos permite deducir
la conectividad que hay entre los carbonos e hidrégenos de determinadas regiones de la
molécula y de esta forma confirmar la correcta asignacion de los carbonos e hidrégenos
en la molécula. En la XLVIII se muestra un resumen de las sefiales obtenidas del
espectro de HMBC (columna HMBC) en el cual se muestran solamente el nimero de
carbono con el cual se estd produciendo un acoplamiento C-H. El tipo de informacion
recopilada de cada una de las técnicas antes descritas permite deducir que la estructura

posee un esqueleto carbonado semejante a la estructura base de furanocumarinas
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compuestos muy abundantes en esta planta. Posee una cadena hidrocarbonada, 2-
metilbut-3-en-2-ilo como sustituyente en la posicion 2 de la estructura. Finalmente
reuniendo esta informacién se identifica al compuesto C1 como 6-(2-metilbut-3-en-2-
ilo)furo[3,2-g]cromen-7-ona, el cual tiene como nombre comun chalepensina figura 32 ,
ya que el punto de fusién (Tian-Shung y col., 2003) y los datos espectroscopicos aqui
reportados coinciden con los datos disponibles en la literatura cientifica (El-Belh y col.,

1981; Tian-Shung y col., 2003).

PM: 254.28
C16H1405

Figura 32. Estructura del compuesto C1, chalepensina.
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8. DISCUSION

Las enfermedades bucodentales contindan siendo un importante problema de salud a
nivel mundial (Petersen, 2005). Problemas como el cancer orofaringeo y las lesiones en
tejidos blandos son consideradas problemas de salud oral; sin embargo, la caries dental,
la enfermedad periodontal y la candidiasis oral son consideradas las mds importantes
(Petersen, 2003). La caries dental es una enfermedad infecciosa transmisible que
continda representando un importante problema de Salud Publica en muchos paises en
desarrollo y en las poblaciones desfavorecidas en paises desarrollados (Mattos y col.,

1998; Ramos y col., 2002).

La busqueda de sustancias provenientes de fuentes naturales, ha desplegado un gran
interés por parte de los investigadores, con la finalidad de una alternativa terapéutica
para diversas enfermedades infecciosas. Los productos naturales representan una rica
fuente de compuestos bioldgicamente activos, que son un ejemplo de la diversidad
molecular con un alto potencial en el desarrollo de drogas (Newman and Cragg, 2007;

Harvey, 2000; Grabley y col., 1999).

Meéxico es un pais de gran diversidad floristica. Se estima que la flora medicinal en uso
contiene alrededor de 5000 plantas. Su estudio, tan sélo con fines de inventario de los
recursos, es complejo y lento (Lozoya, 1982). Las plantas medicinales forman parte
importante de los recursos terapéuticos que emplea la medicina tradicional popular
mexicana y han representado desde siempre una alternativa a otro tipo de recursos para

la salud (Aguilar y col., 1994).

Existen por lo menos 120 compuestos quimicos derivados de plantas que son
considerados como drogas de importancia médica, comercializados por industrias
farmacéuticas en mds de un pais del mundo (Taylor, 2000). Entre diversos campos de
investigacion, uno de los mds importantes es el efecto de extractos de plantas sobre los
microorganismos, ya que se conoce una gran cantidad de compuestos vegetales que

tienen actividad antimicrobiana, producidos por las plantas para su defensa del ataque de
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patégenos como virus, bacterias, hongos y protozoarios. Son compuestos que la planta
sintetiza como parte normal de su ciclo celular o al ser atacada por patégenos (Murphy,

1999).

Los extractos naturales obtenidos de plantas han demostrado tener un potencial
farmacoldgico muy importantes sobre diferentes enfermedades que aquejan al hombre
en la actualidad, asi la etnobotdnica ha jugado un papel importante en el desarrollo de
nuevas drogas por muchos siglos. Esta importancia del reino vegetal como fuente de
drogas curativas o para el tratamiento de ciertas enfermedades, ha llevado a comprobar
que el 25 % de los farmacos existentes en el mercado son derivados de plantas (Méndez,

1989).

La busqueda de compuestos antimicrobianos y antifiingicos en la Herbolaria Tradicional
Mexicana ha tomado gran importancia ya que existe una bibliografia etnoboténica local
abundante en el uso de plantas en la forma de extractos crudos e infusiones para tratar

infecciones (Navarro y col., 1996).

Esta investigacion se enfocd en probar los extractos metandlicos, acuosos y etanolicos
de Ruta chalepensis, sobre Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis y Candida
albicans, para evaluar su actividad antimicrobiana y antifingica, asi como determinar la
actividad bioldgica de las fracciones de los extractos metandlicos de ruda de la fraccion
hexdnica y acetato de etilo con la finalidad de identificar la fraccién con mayor actividad
antimicrobiana sobre los ya mencionados microorganismos y definir la estructura
quimica del compuesto(s) bioactivos. R. chalepensis es una planta con importantes
actividades bioldgicas como antirreumdtico, emenagogo y antihelmintico (Fon Quer,
1962; Di Stasi y col.,, 1994) asi como también antihipertensivo (Berdoncés, 1998),
presenta también efectos antiinflamatorios y ayuda en los trastornos gastrointestinales,
entre los microorganismos sobre los que actia estdn Clostridium perfringens 'y
Escherichia coli debido a la presencia de compuestos derivados de quinolonas (Jang-
Hee y col. 2005), también exhibe actividad larvicida proporcionada por furanocumarinas

y alcaloides quinolinicos (Emam y col. 2009) también se ha demostrado que plantas de
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la familia Rutaceae presentan actividad tripanocida (Atta-ur-Rahman y col., 1998; Lépez

and Wagner, 1997; Biavatti y col.,2002).

Actualmente no existen estudios que asocian la actividad antimicrobiana de R.
chalepensis sobre Streptococcus mutans, sin embargo como se observa en nuestros
resultados el extracto metandlico de la hoja de R. chalepensis mostré tener un efecto
antimicrobiano significativo sobre S. mutans a 500ug/mL (p<0.001), mientras que el
extracto acuoso y etandlico no mostraron efecto antimicrobiano, sino que estimularon la
proliferacion de S. mutans. En una investigacion realizada en una poblacion mexicana se
evalud la actividad antibacteriana de extractos acuosos y metanolicos de R. chalepensis a
una concentracion de 8mg/ML frente a especies enteropatdégenas en donde se mostré que

los extractos metandlicos eran mds activos que los acuosos (Alanis, A. D., y col., 2005).

Existen reportes previos en donde el extracto metandlico de R. chalepensis mostrd un
actividad importante sobre el sistema nervioso central de cobayos, retrasando la
aparicion de convulsiones inhibiendo la contraccién inducida en el ileon (Aguilar y
Tortoriello. 1996) , siendo el efecto dependiente de la concentracion, que probablemente
sea lo que ocurre con R. chalepensis y Streptococcus mutans. Los extractos metandlicos,
acuosos y etandlicos de R. chalepensis mostraron efecto antibacteriano contra
Porphyromonas gingivalis a una concentracién maxima de 500ug/mL (p<0.001). Se ha
demostrado que el 63% de las especies botanicas muestran propiedades antiftingicas en
contra de C. albicans (Abad y col., 2007). El extracto metandlico de R. chalepensis
mostrd tener actividad contra C. albicans a la més alta concentracidn, probablemente el
efecto se deba a componentes del aceite esencial y con actividad antifingica siendo el
Undencan-2-one en donde la mayor parte de las fracciones volatiles presentan actividad
contra diferentes especies de Candida sp (Bnina y col., 2010). Los extractos acuosos y

etandlicos mostraron tener actividad proliferativa en C. albicans.

La fracciéon hexdnica y acetato de etilo de R. chalepensis mostraron tener actividad
antibacteriana significativa sobre S. mutans a una concentracién de 500 ug/mL(p<0.01),
mientras que contra P. gingivalis y C. albicans mostraron tener actividad proliferativa

sobre ambos microorganismos.
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El siguiente paso para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos y antifiingicos es
el aislamiento del compuesto activo y el andlisis de su mecanismo de acciébn ya que
enfocarse s6lo a la investigacion de los extractos crudos limitaria su uso potencial para
la industria farmacéutica (Spainhour, 2005; Harvey and Cree, 2010). En base a los
andlisis de 1H- y 13C-RMN se determiné que el compuesto C1, por comparacién con
datos espectroscopicos ya reportados en la literatura cientifica (El-Belh y col., 1981;
Tian-Shung y col., 2003; Yang y col., 2007) se pudo identificar como chalepensina (ver
figura 32), compuesto ya aislado de esta planta (Ezmirly and Milson, 1980), sin embargo
no existen a la fecha reportes acerca de su actividad antimicrobiana contra
microorganismos que producen enfermedades en cavidad bucal, por lo que el resultado

obtenido en nuestra investigacion es el primero.

La chalepensina mostré un efecto antimicrobiano significativo a una concentracion
500ug/mL (p<0.001) contra S. mutans, mientras que contra P. gingivalis mostré un
efecto antimicrobiano a una concentracion de 500pg/mL (p<0.05) 'y a una

concentracion de 500pug/mL (p<0.01) contra C. albicans.
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9. CONCLUSIONES

Al finalizar la presente investigacion se llegaron a las siguientes conclusiones:

l.

10.

El extracto metandlico de R. chalepensis presentd actividad antimicrobiana in
vitro inhibiendo el crecimiento de Streptococcus mutans.

Los extractos acuoso y etandlico de R. chalepensis estimularon la proliferacién
de S. mutans.

El extracto metandlico de R. chalepensis presentd actividad antimicrobiana in
vitro inhibiendo el crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

Los extractos acuoso y etandlico presentaron actividad antimicrobiana in vitro
mediante el método de UFC inhibiendo el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis.

El extracto metandlico de R. chalepensis presentd actividad antimicrobiana in
vitro inhibiendo el crecimiento de Candida albicans.

Los extractos acuoso y etandlico de R. chalepensis estimularon la proliferacion
de C. albicans.

Se realizd la particion del extracto metandlico de R. chalepensis con los solventes
hexano y acetato de etilo y se evalué su actividad antimicrobiana observando que
ambas particiones poseen una actividad antimicrobiana relevante contra S.
mutans.

Del fraccionamiento biodirigido realizado de la particién de hexano se aisl6 el
compuesto denominado C1.

Se elucid6 la estructura del compuesto aislado mediante técnicas de resonancia
magnética nuclear (1H-RMN, 13C-RMN, APT, DEPT 135, HSQC, HMBC vy
HMQC) y espectrometria de masas. Ademds se determiné su actividad

antimicrobiana y antiftingica.

Se determiné que el compuesto C1 su estructura corresponde a la

furanocumarina identificada como chalepensina.
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11. La chalepensina mostré actividad antimicrobiana y antifingica in vitro contra S.

mutans, P. gingivalis y C. albicans.
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Medicinal plants have been used for centuries and have become part of complementary medicine
worldwide because of their potential health benefits. Since dental caries is one of the most common
oral diseases and is considered a major public health problem, the present study evaluated in vitro
antimicrobial potential of methanol extracts of Ruta chalepensis against the major etiologic agent of
dental caries, Streptococcus mutans. The antimicrobial effect of R. chalepensis was evaluated in liquid
medium by the dimethylthiazol-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction colorimetric assay and in
solid medium by the determination of colony forming units (CFU). We found that the minimum inhibitory
concentration (MIC) was 250 pyg/mL (p <0.05) in liquid medium and 3.9 pg/mL (p <0.05) in solid medium.

Key words: Antimicrobial agents, plant extracts, Ruta chalepensis, dental caries, Streptococcus mutans.

INTRODUCTION

Infectious diseases represent a critical problem to health
and they are one of the main causes of morbidity and
mortality worldwide. The importance of plants to modern
medicine is recognized; for a long time, natural remedies
and medicinal plants were the main or even the only
resource for the physicians. For all cultures and in all
times, medicinal plants have been used as the basis of
their own medicine (Nufiez, 1982). Among the many
diseases afflicting the world's population, infections, both
bacterial and fungal diseases with inflammatory pro-
cesses, which in some cases incapacitate the sufferer,
represent a major group (Drusano, 2004). There are
several plants of the Mexican medicinal plants that exhibit
antimicrobial activities and are used in treating various

human diseases such as burns, diabetes, anti-
inflamatory, skin diseases and hypertension (Pushpam,
2004).

Oral diseases are still a major health problem world-
wide (Petersen et al., 2005). Problems such as oro-
pharyngeal cancer and soft tissue injuries are considered
as oral health problems, however, dental caries and
periodontal disease are considered the most important
ones (Petersen, 2003). Dental caries is a transmissible
infectious disease that remains as a major public health
problem in many developing countries and disadvan-
taged populations of developed countries (Mattos et al.,
1998).

Streptococcus mutans is considered one of the main
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etiological agents of dental caries. The World Health
Organization (WHO) estimates that five billion people
worldwide suffer from tooth decay, which affects 60 to
90% of the school population and the vast majority of
adults in developed countries. In Mexico it is estimated
that 44% of the population have cavities or oral diseases
that affect their health (Petersen, 2003).

In the present study, leaf methanol extracts of Ruta
chalepensis, a plant of the Rutaceae family, was tested
on St. mutans growth, the major etiologic agent of dental
caries, which might be important for the development of
alternative treatments in dental health.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of Ruta chalepensis leaf methanol extract

R. chalepensis leaves were collected in the city of Aramberri in the
State of Nuevo Leon, Mexico (Latitude: 24° 06" 05°" N, Longitude:
99° 51°19”" W), they were rinsed to remove traces of dust and
insects material, and allowed to dry at 37°C for five days; then the
plant material was pulverized and stored in 50-mL Falcon tubes.
Five grams of pulverized material were transferred to a 10 x 10 cm
gauze and a pouch was formed, securing it with a wire to the rim of
a beaker where 80 ml of methanol were placed, which were in
contact with the pulverized leaves in the gauze. The methanol
extraction was facilitated by stirring with a magnetic bar in a mag-
netic stirrer (Laboratory Stirrer PC-410, Corning, NY), and allowed
to mix for 24 h at room temperature. One milliliter of the extract was
distributed in Eppendorf tubes, previously weighed, and then they
were dried in a vacuum concentrator (CentriVap Desiccator
Labconco) for 4 h. Extracts were dissolved in culture medium and
adjusted to experimental concentrations.

Effect of R. chalepensis methanol extract on S. mutans growth

Fifty microliters of 1 x 10° S. mutans bacteria/ml suspensions were
plated in brain heart infusion broth (BHI) medium (Remel, Lenexa,
KS), in flat-bottomed 96-well plates (Corning Incorporated, Corning,
NY), in the presence or absence of serial dilutions (1:2) of 50 pl of
R. chalepensis methanol extract), antibiotic control (1 pg/ml
tetracycline), plant extract free-methanol vehicle control and culture
medium (vehicle control was similarly processed as with plant
methanol extractions, but without plant material). Plates were then
incubated for 6 h at 37°C, after which the tetrazolium salt 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was added to all wells at a final
concentration of 0.5 mg/ml in saline solution, and plates were
incubated for 4 additional hours. At the end of the incubation period,
50 pl of extraction buffer [this buffer was prepared by dissolving
20% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate (SDS) at 37°C in a solution of
50% each N,N-dimethylformamide (DMF) and demineralized water,
and the pH was adjusted to 4.7 (SDS and DMF were purchased
from Sigma-Aldrich)] were added to all wells and plates were
incubated for 16 h at 37°C (Yamato IC600 incubator); optical
densities resulting from dissolved formazan crystals were then read
in a microplate reader (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) at 570
nm (Gomez-Flores et al., 1995). In regard to CFU determination, 50
ul of 1 x 10° S. mutans bacteria/ml suspensions were plated in BHI
broth medium, in flat-bottomed 96-well plates (Corning Incorpo-
rated), in the presence or absence of serial dilutions (1:2) of the R.
chalepensis methanol extract (50 pl), antibiotic control (3 mg/ml
tetracycline), and vehicle controls (methanol and culture medium);
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the vehicle controls were similarly processed as with plant methanol
extractions, but without plant material, similarly as mentioned
above. Then, 1:10,000 dilutions were prepared from the wells and
100 pl were plated on BHI agar plates (Becton Dickinson, Mexico,
D.F.) using sterile bent glass rods. Agar plates were then incubated
at 37°C for 24 h and colonies were counted in a colony counter
(ULB-100, Lightbox 37864-2000, Scienceware BEL-ART products,
Pequannock, NJ) (Kansal et al., 1997).

RESULTS AND DISCUSSION

Inhibition of Streptococcus mutans growth by Ruta
chalepensis methanol extracts

R. chalepensis methanol extract showed MICs of 250
pg/ml and 3.9 pg/ml, and induced a maximum of 63 and
94% growth inhibition against S. mutans, as measured by
the MTT reduction (Figure 1a) and CFU methods, res-
pectively (Figure 1b), whereas the vehicle control and
medium alone (both free from plant extract) did not alter
bacterial growth (data not shown). Medicinal plants have
become part of alternative medicine worldwide because
of their potential health benefits. These plants can be
consumed or directly applied to treat infections (Rojas et
al., 2006). Compounds synthesized by plants have a
wide therapeutic potential due to their chemical consti-
tuents, for which the evaluation of their biological activity
is important to develop new and alternative products with
pharmacological potential and to validate treatments
traditionally used by the Mexican population and other
people from developing countries (Rodriguez-Fragoso,
2008).

Because of the increasing resistance of many pathogens
to common therapeutic agents used today, such as
antibiotics and antiviral agents, there is a renewed interest
in the discovery of new compounds to treat systemic and
oral diseases (Chinedum, 2005; Moreillon, 2000; Russell,
2000). Plant antimicrobials are not commonly used in a
health program because of their low activity, unless their
MICs are in the range of 0.1 to 1 mg/ml (Drusano, 2004);
thus, the results of the present study may be an indication
of animportant antibiotic activity of R. chalepensis extracts.

Dental caries, periodontal disease, and tooth loss affect
most of the population and can alter overall health. The
value of medicinal plants to treat cariogenic bacteria is
well known (Ramakrishna et al., 2011) and antimicrobial
phytochemicals capable to treat oral diseases have been
reported by many. In this regard, allicin from garlic has
been shown to have antimicrobial activity against oral
bacteria such as Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Actinomyces oris, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and Fusobacterium nucleatum
(Bachrach et al., 2011). In addition, compounds such as
oleanolic acid, oleanolic aldehyde, linoleic acid, linolenic
acid, betulin, betulinic acid, 5-(hydroxymethyl)-2-furfural,
rutin, beta-sitosterol, and beta-sitosterol glucoside from
raisins were shown to suppress in vitro adherence of S.
mutans biofilm (Wu, 2009). Furthermore, Dryopteris
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Figure 1. Antimicrobial effect of R. chalepensis leaves methanol extract on S. mutans (ATCC
UA130 serotype ¢) growth. S. mutans culture suspensions (1x10° bacteria/ml) were incubated in
the presence or absence of various concentrations of R. chalepensis methanol extract, after
which growth was measured by the MTT reduction (a) and CFU (b) methods. Data represent
means + SEM of triplicate determinations from three independent experiments. **p < 0.01, *p <
0.05 when compared with R. chalepensis extract-untreated control. Optical density at 570 nm for
untreated cells was 0.59 + 0.05 for the MTT reduction technique, whereas CFU control value for
untreated cells was 5.8 x 10% + 68 x 10°.



crassirhizoma and Aloe vera extracts were reported to
have bactericidal and bacteriostatic activity against S.
mutans (Ban et al., 2012; Fani and Kohanteb, 2012),

To our knowledge, this is the first report showing that
R. chalepensis methanol extracts inhibit S. mutans
growth in vitro. There are still a number of plant
compounds that remain to be evaluated at the molecular,
cellular and physiological levels for their potential to treat
human diseases.
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