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RESUMEN

La enfermedad periodontal es un padecimiento bucal infeccioso, indoloro y lentamente
progresivo que representa una alta incidencia a nivel mundial. Dentro de la flora
patdgena asociada se encuentra la bacteria anaerobia Porphyromonas gingivalis, 1a cual
ha sido asociada también como inductor de lesiones coronarias, neumonia Yy
preeclampsia. En este estudio se analizaron cuatro especies de plantas del norte de
México: Krameria ramosissima, Larrea tridentata, Jatropha dioica y Leucophyllum
frutescens, de los cuales se obtuvieron sus extractos mediante la técnica de extraccidon
continua utilizando metanol como solvente; se obtuvieron sus rendimientos y se
realizaron pruebas quimicas para identificacion preliminar de compuestos.
Posteriormente mediante la técnica de difusién en disco con la bacteria de interés se
encontrd que el extracto de K. ramosissima fue el de mayor actividad inhibitoria, por lo
que se procedid a fraccionar este extracto mediante cromatografia en columna
obteniendo 14 fracciones las cuales fueron evaluadas para su actividad antibacteriana
obteniendo la concentraciéon minima inhibitoria del extracto (300 pg/ml) mediante el
método de microdilucion. Cuatro fracciones resultaron con mayor actividad contra P.
gingivalis, las cuales fueron evaluados sobre células mononucleares mediante la técnica
de azul tripan y sobre fibroblastos humanos con la técnica rojo neutro; asi también se les
realizé la prueba de Ames en microdilucién obteniendo que resultados negativos en las
pruebas de citotoxicidad y mutagenecidad. Por lo tanto se concluye el extracto
metandlico de la raiz de K. ramosissima asi como las fracciones identificadas con mayor
inhibicién frente a P. gingivalis, son una alternativa segura para su inclusion en estudios

clinicos para la prevenciéon y manejo terapéutico de la enfermedad periodontal.
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ABSTACT

Periodontal disease is an infectious oral disease, slowly progressive painless and
represents a high incidence worldwide. Within pathogenic flora is associated anaerobic
bacteria Porphyromonas gingivalis, which also has been linked to induce coronary
lesions, pneumonia and preeclampsia. In this study, we examined four species of plants
of northern Mexico: Krameria ramosissima, Larrea tridentata, Jatropha dioica and
Leucophyllum frutescens, from which extracts were obtained by continuous extraction
technique using methanol as solvent, were obtained yields and conducted chemical tests
for preliminary identification of compounds. Later by disk diffusion method with the
bacterium of interest was found that the extract of K. ramosissima had the highest
inhibitory activity, so they proceeded to fractionate the extract by column
chromatography to obtain 14 fractions which were evaluated for their antibacterial
activity by obtaining the minimum inhibitory concentration of the extract (300 pg / ml)
by the method of microdilution . Four fractions were most active against P. gingivalis,
which were assessed on mononuclear cells by trypan blue technique and human
fibroblast neutral red technique, so also was performed in the Ames test to microdilution
obtaining negative test results of cytotoxicity and mutagenicity. Thus concludes the
methanol extract of the root of K. ramosissima fractions identified as the most inhibition
against P. gingivalis, are a safe alternative for inclusion in clinical trials for prevention

and therapeutic management of periodontal disease.
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1. INTRODUCCION

La enfermedades gingivales y periodontales presentan una alta incidencia a
nivel mundial, se estima que la gingivitis afecta cerca del 80% de los nifios en
edad escolar y mas del 70% de la poblacion adulta ha padecido gingivitis,
periodontitis o ambas (Garza E. 2009), ademas de que es considerada como la
segunda causa asociada a la pérdida dental (Almaguer et al, 2005). Este
padecimiento se caracteriza por ser una enfermedad infecciosa, indolora y
lentamente progresiva, siendo uno de los agentes etiologicos principales la bacteria
anaerobia Porphyromonas gingivalis (Liébana et al 2004). Ademdas de su
importante impacto en el estado de la salud bucal, ésta bacteria en particular ha
sido asociada con otros padecimientos tales como enfermedades cardiovasculares,
neumonia, eventos que favorecen a la preclamsia, entre otros. (Brodala et al 2005),
es por ello que el componente bacteriano de la enfermedad periodontal tiene que

ser valorado también por su implicacién sistémica.

La elevada prevalencia de la enfermedad periodontal fundamenta la
constante busqueda de agentes antimicrobianos viables que puedan incidir para
abatir esta infeccién. El tratamiento consiste principalmente en la remocion
mecdnica del cédlculo supra y subgingival en al cual se alojan las bacterias cuyos

productos metabdlicos originan la destrucciéon de los tejidos de soporte del diente,



en conjunto con el tratamiento quirdrgico se considera el uso de farmacos
sistémicos tales como la amoxicilina, metronidazol y azitromicina que cuentan con
el espectro adecuado para cubrir la microbiota patégena asociada; sin embargo al
uso de éstos farmacos también se atribuyen efectos secundarios indeseables, y la
posibilidad de generar resistencia bacteriana. Se ha comprobado que el uso de
colutorios con agentes antisépticos ha influido en los estados iniciales a la
enfermedad periodontal, algunos de ellos de origen quimico como la clorhexidina,
y otros con aceites esenciales como el timol, mentol y eucaliptol (Enrile y Santos,

2005).

De los antisépticos estudiados, la clorhexidina ha demostrado mayor
eficacia clinica, sin embargo algunas desventajas es que produce manchas y
pigmentaciones oscuras en los dientes, lengua y restauraciones, cambia el regusto
de los alimentos, produce irritacién en la mucosa bucal y su costo que supera en
promedio el doble del valor por el que se adquieren los enjuagues que contienen
aceites esenciales (Southern et al, 2006). Recientes estudios han demostrado que el
digluconato de clorhexidina al 0.12%, que es el agente activo de algunos de los
antisépticos mas recomendados durante el tratamiento periodontal son citotoxicos

(Torres-Capetillo et al 2013, Gianelli et al 2008)

En la actualidad, existe un interés especial por retomar el estudio de las
propiedades de los extractos naturales, entre los afios 1981 y 2006, més del 50%
de los medicamentos aprobados se basaron sobre estructuras de productos

naturales (Lopez 2011).Una de las ventajas principales de los productos naturales
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es la fécil asimilacién por el hombre. La Organizacién Mundial de la Salud ha
insistido en que el uso de plantas medicinales puede ser de gran aplicacién en la
atencién primaria de los sistemas de salud, con bases cientificas que sustenten
seguridad, efectividad y calidad requeridas para la administracién en humanos

(Séanchez et al 2000).

En el area odontoldgica, existen estudios donde se ha comprobado
actividad antimicrobiana para bacterias periodontopatégenas con extractos de
hojasén (Florencia cernua), granada (Punica granatum), clavo (Syzygium
aromaticum) por mencionar algunos (Picasso 2006, Menezes et al 2006, Jadhav et
al 2004, Montemayor 2004) sin embargo en la mayoria de ellos no se presenta
evaluacion de su actividad citotdxica y mutagénica, es por ello que se propone en
el presente estudio analizar cuatro plantas de la region del norte de México, con el
objetivo de evaluar actividad antibacteriana frente la bacteria de interés:
Porphyromonas gingivalis, conocer su comportamiento in vitro a nivel celular y
evaluar si tiene posible comportamiento mutagénico. De esta forma, se tendria un
conocimiento sobre el alcance terapéutico de los extractos que resultaran activos,

asf como la valoracion para el uso seguro en individuos.



2. HIPOTESIS

Las especies de Krameria ramosissima, Jatropha dioica, Larrea tridentata
y  Leucophyllum  frutescens  presentan  actividad  sobre  bacterias

periodontopatégenas, no son citotoxicas ni presentan actividad mutagénica.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad bactericida, citotéxica y mutagénica de Krameria
ramosissima (ratania), Jatropha dioica (sangre de drago), Larrea tridentata

(gobernadora) y Leucophyllum frutescens (cenizo).

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad bactericida sobre Porphyromonas gingivalis de los

extractos metandlicos de las plantas en estudio.

2. Separar mediante métodos cromatogrificos los extractos que presenten

actividad inhibitoria sobre P. gingivalis.

3. Evaluar las fracciones obtenidas sobre P. gingivalis.

4. Evaluar actividad citotoxica del extracto y fracciones que resulten con

mayor actividad inhibitoria sobre la bacteria en estudio.

5. Valorar la actividad mutagénica del extracto y fracciones activas mediante

la prueba de Ames.



4. ANTECEDENTES

Actualmente se reconoce que las civilizaciones antiguas han rendido
tributo a muchas plantas por sus propiedades curativas. Este conocimiento se ha
transmitido a lo largo de los siglos sin que se conociera precisamente el por qué o
cOmo actuaban; en su mayoria el efecto producido era frecuentemente asociado a
un sustento espiritual o mitico. Aun asi es indiscutible reconocer que el uso
milenario de estos compuestos ha sido el punto de partida de muchos de los
actuales medicamentos que hoy se conocen y de los cuales se tiene evidencia

cientifica respecto a sus propiedades terapéuticas. (Nigenda et al, 2001)

El término etnomedicina o medicina tradicional se utiliza a veces como
sinénimo de la etnobotdnica y etnofarmacologia para expresar la misma idea,
aunque hay diferencias entre ellos. La etnofarmacologia consiste en un drea de
investigacion multidisciplinaria que comprende la observacién, descripcién e
investigacion experimental de sustancias naturales de uso tradicional y la
evaluacién de sus actividades bioldgicas; incluye el estudio de sustancias de origen
animal, microbiano o vegetal, mientras que la etnobotdnica se centra
especificamente en las plantas (Turner, 1995; Bonet y Valles, 2002; Mc Clatchey

et al,2009).



Estudios relacionados con la etnobotanica estiman que el 75 % de la
poblaciéon mundial utiliza las plantas medicinales; y que el uso tradicional
fundamental es a partir de decocciones de las plantas enteras o de sus partes y no
el uso de sus principales componentes aislados y purificados; esto se debe a la falta
de estudio y descripcion de los componentes activos de los extractos naturales. Se
estima en 5,000 el nimero de especies vegetales estudiadas exhaustivamente para
una posible aplicaciéon médica, esto representa una pequefia fraccion del total
estimado en 300,000 especies. De esta forma es importante considerar el estudio
no solamente de las actividades terapéuticas, sino también de sus efectos toxicos y
su posologia, ya que se reconoce que algunos de ellos pueden actuar como

potentes venenos si se utilizan a determinadas dosis (Sdnchez et al, 2000).

La aceptacion y uso de plantas con actividad terapéutica en instituciones de
la medicina familiar en el norte de México ha sido documentada, en el estudio de
Taddei et al, 1999 realizado en la Unidad de Medicina Familiar del Instituto
Mexicano del Seguro Social encontrando datos entre los usuarios donde aceptan el
uso de herbolaria en un 92% y los médicos en un 83%. Algunos otros referentes
como Romero etr al (2004) coinciden en el uso frecuente de este recurso en la
poblacién mexicana, y la necesidad de que la informacién cientifica sea accesible
entre la poblacion y el profesional de la salud para reconocer los usos adecuados y

sus efectos adversos.

En el drea odontoldgica existen algunos estudios como los reportados por

Waizel y Martinez 2007 y 2011 donde se documentan diferentes especies de
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plantas que se han utilizado en el manejo de odontalgias y en el manejo de la
enfermedad periodontal, respectivamente. Algunas de estas especies son nativas y
en otros casos introducidas. En este estudio las especies seleccionadas: Krameria
ramosissima, Larrea tridentata, Jatropha dioica y Leucophyllum frutescens se
consideran plantas nativas, son de acceso disponible para su recoleccion en la zona
norte de México, y si bien existen algunos estudios donde se ha investigado su uso
terapéutico, existe poca evidencia sobre su uso odontolégico y en especifico su

actividad sobre bacterias periodontopatégenas (Picasso, 2006).

4.1 Enfermedad periodontal

Se define como enfermedad periodontal a un grupo de alteraciones que se
producen en el aparato de soporte de los dientes. Esta enfermedad se asocia a una
respuesta de defensa orgédnica en presencia de algunas bacterias y sus productos, y
se manifiesta como un proceso de tipo inflamatorio que inicia en la encia que
circunda los dientes. Si el irritante persiste en tiempo y cantidad, el proceso
inflamatorio se mantiene difundiéndose hacia tejidos mds profundos, como el
ligamento periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar, produciendo

cambios proliferativos degenerativos y necréticos. (Veldzquez et al, 2006)

Se sabe que la enfermedad periodontal se presenta de forma intermitente,
esto es, en periodos de actividad y remision, daiiando de esta forma de manera

irreversible a los tejidos y causando su destruccion. Si bien su comienzo se asocia



a la presencia de la placa dentobacteriana, la respuesta del individuo y el avance de
la enfermedad pueden estar relacionados a factores del estado general, tales como
deficiencias nutricionales, alteraciones de tipo hormonal, metabdlico, infecciones
asociadas, enfermedades degenerativas o autoinmunes entre otras (Maupomé et al

2007).

La lesion inflamatoria inicial denominada gingivitis, afecta sélo a los
tejidos blandos; se designa periodontitis a la alteracién que afecta estructuras como
el ligamento periodontal y el hueso alveolar, que resulta en pérdida de la insercion

y de soporte de los dientes (Garza 2009).

Se reconoce que la enfermedad periodontal tiene un factor microbioldgico
importante, en la actualidad se ha descrito a la flora que coloniza el &rea
subgingival donde se crea un nicho ecoldgico con caracteristicas tUnicas en la
cavidad bucal, esta descripciéon ha determinado que la flora participante en estos
procesos patoldgicos esté constituida principalmente por formas bacilares o coco-
bacilares Gram (-), proteoliticas y anaerobios obligados y facultativos. (Liébana et
al 2004). En el area subgingival destaca la presencia de una gran superficie
factible de ser colonizada por estos patégenos, formandose en los sitios enfermos
un saco periodontal donde dificilmente llegan los mecanismos de autolimpieza de
la boca y donde se encuentran dreas con una baja tension de oxigeno y otras,
exentas de este elemento. Por otro lado, aumenta el fluido gingival crevicular, que
es un extravasado de plasma a nivel de la encia, con lo cual se le aportan nutrientes

a los microorganismos colonizadores de este territorio. (Silva, 2003)

9



Se consideran tres especies fuertemente relacionadas con la progresion y el
tratamiento no exitoso de la enfermedad periodontal, ellas son: Actinomyces
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis 'y Bacteroides forsythus

(Newman 1990).

Se han documentado tratamientos especificos para la eliminacién de P.
gingivalis en casos de individuos con periodontitis refractaria al tratamiento; éste
incluyé la administracion sistémica de amoxicilina/clavulanato potésico,
aplicacion intrasulcular de povidona yodada y enjuagues de clorhexidina dos veces
al dia. Los resultados obtenidos fueron que cuando se redujo la concentracion de
P. gingivalis por debajo del umbral de detecciéon en 10 de los 11 individuos que
inicialmente presentaban dicho microorganismo, se registraron importantes
aumentos en el nivel de insercién gingival medio. En tres de los individuos donde
se detectaron P. gingivalis u otras especies de Bacteroides después del tratamiento
no se obtuvieron signos de mejoria clinica. (Collins et al, citado por Teles et al

2000).

Es importante citar que en estudios recientes se ha confirmado la
participacion de P.gingivalis como inductor de lesiones coronarias (Brodala et al
2011), neumonia (Okuda et al 2005), preclampsia (Contreras et al 2006); esto
revaloriza el papel infeccioso ya no solo con implicaciones localizadas en boca

sino abarcando un riesgo sistémico.
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4.1.1 Porphyromonas gingivalis

Es un cocobacilo, Gram (-), pigmentado de negro, asacarolitico y anaerobio
estricto, perteneciente al género Porphyromonas de la familia Bacteroidaceae

(Naito et al 2008 y Navarrete et al 2010,).

Numerosas lineas de investigacion confirman clinicamente el rol etiolégico
de P. gingivalis en la periodontitis, principalmente en la forma cronica de la
enfermedad (Nori et al, 2004), y su determinacion en el saco periodontal se ha

asociado directamente a la destruccidn tisular progresiva

Adicionalmente, P. gingivalis se ha identificado como un factor asociado
en ciertas condiciones sistémicas, tal como ateroesclerosis, trastornos cardiacos,
neumonia, preeclamsia y parto prematuro (Brodala et al 2011, Okuda et al 2005,

Contreras et al 20006).
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Figura 1: Imagen de P. gingivalis
(ATCC 53978) Tomada por
Villarreal, 2010

4.2 Citotoxicidad

La toxicidad celular es la alteracion de funciones celulares basicas y cuyo
dafio puede ser detectado. En la actualidad se han desarrollado determinadas
pruebas in vitro que son utiles para predecir los efectos toxicos de drogas y
sustancias, utilizando como modelos experimentales cultivos celulares primarios,

organos aislados y lineas celulares establecidas (Cordero y Aristizdbal 2012).

Segun Fresney (2000), los ensayos de citotoxicidad se pueden clasificar en
ensayos de viabilidad y en ensayos de supervivencia. Los ensayos de
supervivencia se emplean para determinar la proporcion de células que
inmediatamente después de un tratamiento potencialmente traumadtico se
mantienen intactas. Con estos ensayos se puede evaluar la citotoxicidad de un

tratamiento en términos de concentracion letal 50 (LCs).
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Los ensayos de viabilidad se basan en valorar la capacidad que tienen las
células para excluir sustancias a las que son impermeables, ofrecen una
interpretacion instantdnea. Estas pruebas de viabilidad permiten medir la tasa de
supervivencia directamente, al considerar las células que al ser expuestas a un
colorante no se tifien y son de particular importancia para agentes toxicos que

ejercen sus efectos primarios sobre la integridad de la membrana.

A continuacion se citan diferentes estudios donde se valoran efectos

citotoxicos de las plantas de estudio:

En relacién con la especie K. ramosissima, Torres-Gonzalez en el 2011
reporta toxicidad en el extracto de la parte aérea de la planta con la linea celular de
hepatoma humano (Huh7). El trabajo publicado por Arroyo et al en el 2005,
maneja la citotoxicidad de un integrante del género Krameria, evaluaron el
extracto etandlico de hojas de Annona muricata L (guandbana) y el extracto
acuoso de la raiz de Krameria lappacea (ratania) en cultivos de lineas celulares
cancerosas de glandula mamaria, pulmon y sistema nervioso central, encontrando
que las fracciones procedentes de la asociacion de los dos productos naturales

mostraron una accion citotoxica frente a las células evaluadas.

Sheikh et al (1997) reportaron toxicidad con la ingesta en humanos con
Larrea tridentata (gobernadora), en este estudio se registran 18 casos clinicos con
efectos adversos relacionados con la ingestion de ésta planta utilizada como
suplemento dietético por sus propiedades antioxidantes. Trece de los casos fueron

confirmados con hepatitis colestdsica inducida por farmacos, en dos de ellos se
13



registré insuficiencia hepdtica fulminante. Otros reportes similares de
hepatotoxicidad asociada a gobernadora o chaparral conocida asi por su nombre
comun son los realizados por Aldemar et al 1994, Batchelor et al 1995 y Chiturri y

Farrell 2000.

Rakshit et al 2010 y 2011, realizaron estudios sobre la familia Jatropha,
donde se documenta la toxicidad en humanos por Jatropha multifida vy J.curcas
por consumo de semillas produciendo vomito, diarrea, miosis y deshidratacion.
Los efectos citotoxicos en lineas celulares MT-4 con extracto acuoso de J. curcas
alcanzaron una ICsy de 24 mg/ml. También se registra la citotoxicidad sobre
células tumorales de sistema nervioso U251 y la linea de leucemia K562, esto con
extracto metandlico de la corteza de J. neopauciflora los valores obtenidos fueron

34.29 g/ml y 43.12 g/ml respectivamente.

La citotoxicidad con Leucophyllum frutescens reportada por Molina 2004,
donde se aislaron compuestos de la raiz de esta planta los cuales fueron evaluados
frente a Mycobacterium tuberculosis, los compuestos que presentaron mayor
inhibicién fueron expuestos con larvas de Artemia salina alcanzando para el

compuesto 3 una CLsyde 9.87 pg/ml y el compuesto 4 obtuvo CLspde 8.72 pg/ml.
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4.3 Genotoxicidad

La genética toxicoldgica estudia los efectos mutagénicos de sustancias
quimicas y radiaciones, las consecuencias para el hombre de la exposicion a
mutdgenos. Un mutdgeno es considerado cualquier agente que induzca mutaciones
génicas, aberraciones cromosdOmicas estructurales, numéricas; alteraciones al
DNA, a los mecanismos de reparacion o a los eventos de recombinacién mitética,

etc (Hoffman 1996).

De acuerdo a la evaluacidn del dafio se consideran cuatro niveles:

Nivel I: Mutacién génica

Nivel II: Mutacidén cromosomica

Nivel III: Dafio primario del DNA

Nivel IV: Transformaciones celulares

Los ensayos de mutacién genética y mutacion cromosémica son los maés
utilizados. En los dltimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del
DNA (nivel III) han alcanzado importancia entre los andlisis de genotoxicidad, ya
que permiten comprender los procesos carcinogénicos o de transformacion

tumoral de las células.

15



Algunas de las pruebas reconocidas en los niveles antes citados son las

siguientes:

Nivel I: Mutaciones génicas:

- Prueba de Ames (Salmonella typhimurium).

- Prueba de mutaciones puntuales en Saccharomyces cerevisiae.

- Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.

- Prueba de mutacién y recombinacion somdtica en Drosophila

melanogaster (SMART).

Nivel II: Mutaciones cromosomicas:

- Prueba citogenética in vitro en células de mamiferos.

- Prueba citogenética in vivo en ratones.

- Prueba de microntcleos (ratones y CHO).

- Prueba de dominantes letales en ratones.

Nivel III: Evaluacion dafio primario al DNA:

- Prueba de segregacion mitdtica en Aspergillus nidulans.
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- Prueba de conversion génica y recombinaciéon mitdtica en

Saccharomyces cerevisiae.

- Prueba de mutacién y recombinacién mitdtica en Drosophila

melanogaster (SMART).

- Prueba de intercambio de cromatidas hermanas in vitro con células

de mamiferos.

Nivel IV:

- Prueba de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en

ratones.

4.3.1 Prueba de Ames

Desarrollado en 1973 por Bruce Ames, fue el primer ensayo de corta
duracion desarrollado para detectar mutagenecidad en agentes quimicos. Gracias a
este ensayo en 1975 demostré que el 60-90% de las sustancias quimicas

carcinogénicas eran a su vez mutagénicos (Ames B et al 1975).

La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium, construidas por
ingenieria genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones

génicas por dislocamiento del cuadro de lectura o por sustitucion de pares de bases
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del ADN. Para la deteccion de substancias promutagénicas, se realiza el ensayo de
fraccion microsomal de higado de rata, que consiste en un sistema de activacion
metabdlica, que permite la evaluacion de metabolitos de la muestra problema

(Sandoval 1998).

Diferentes cepas de S. typhimurium auxotréficas a histidina son expuestas a
una muestra con y sin activacién metabdlica y plaqueadas en agar medio minimo
con histidina/biotina. Debido a la composicién del medio de cultivo, se forman
colonias bacterianas con las células prototroficas a histidina procedentes de
mutaciones espontdneas u originadas de mutaciones provocadas por la muestra
problema. Después de 66 h de incubacién a 37°C, las colonias revertantes son
contadas. El valor igual o mayor a dos, de la expresién obtenida de dividir el
nimero de revertantes en las placas de prueba entre el nimero de revertantes de las
placas control, indica la presencia de actividad mutagénica en la muestra

problema.

La prueba de Ames se utiliza en la evaluacion de mutagenicidad de
muestras problema (agua, aire, residuos soélidos, extractos acuosos, etc.).
Actualmente existen preparados comerciales que contienen la cepa estandarizada y
los componentes quimicos para realizar la prueba en microdilucion. Esta prueba es
considerada parte esencial de las pruebas toxicoldgicas para la deteccién y
localizacion de fuentes que generen un dafo potencial por la presencia de

compuestos genotoxicos.
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4.4 Plantas de estudio:

4.4.1 Krameria ramosissima

Reino: Plantae

Divisién: Embryophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Polygalales

Familia: Krameraceae

Género: Krameria

Especie: K. ramosissima

(Gray)Watson

Figura 2: Krameria ramosissima

19



Nombre comudn: Ratania, Calderona

Es un arbusto generalmente menor de 60 cm, difusamente ramificado y rigido,
algunas veces casi postrado. Las flores aparecen de abril a mayo, solitarias, en
pedinculos axilares, de marrén a purpura, alrededor de 1.2 cm de ancho o menos; con
cinco sépalos, cinco pétalos desiguales, los tres superiores largos y de forma de garras,

los inferiores mds cortos, sésiles y carnosos; estambres: cuatro libres; anteras: dos.

Fruto pedunculado de 1.2 cm de longitud con pelillos densos, globoso u
ovoide, densamente pubescente, rojo, con espinas no barbadas, una semilla. Hojas
alternas o fasciculadas en las axilas, simples, lineales o lanceoladas, agudas o
acuminadas, de 0.2 a 0.6 cm de longitud, margen entero, densamente tormentoso, gris

(Verde Star, 1987).

Distribucién geogréfica:

En los Estados Unidos de América, al sur y oeste de Texas, a lo largo del Rio

Grande. En México, en Tamaulipas, Coahuila y Nuevo Ledn.
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Usos asociados:

No se encontraron estudios especificos que describan una actividad
antibacteriana especifica con la especie K. ramosissima, Achenbach et al (1986)

describe el uso de las raices mediante un té para tratar diarrea y fiebre leve.

Simpson (1991) documenta que el nombre de ratania fue utilizado como
nombre comun para algunas especies del género Krameria, siendo ampliamente
utilizada en la medicina europea y euro-americana entre los afios 1820 y 1920; sus
usos se centraron en las propiedades astringentes de los extractos taniniferos de las

raices.

Algunos otros usos relacionados con especies del género Krameria son los
realizados por Di Pierro et al 2009, donde utilizan el extracto de Krameria triandra en

el uso de vulvovaginitis infecciosa.

En el drea odontoldgica Jagan Rao ef al 2012, realizan un listado de plantas
que han sido utilizadas para la gingivitis, relacionando la especie K. triandra, la

presencia de taninos entre sus componentes y asociando un efecto astringente.
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4.4.2 Larrea tridentata

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Zygophyllales

Familia: Zygophyllaceae

Género: Larrea

Especie: L. tridentata (DC) Coville

Figura 3: Larrea tridentata
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Nombre comin: Gobernadora, Creosote, Chaparral

Arbusto muy ramificado, perennifolio, de 0.6 a 3 m de altura. Sus hojas
formadas por 2 foliolos unidos entre si en la base. Los foliolos oblicuamente
ovados a lanceolados o falcados, divaricados, de 4 a 15 mm de largo por 3 a 8 mm
de ancho, enteros, coridceos, resinosos, de olor penetrante, verde o verde

amarillentos. La copa tiene un volumen promedio de 0.124 m’ x arbusto.

Es ramificado desde la base. Sus flores son solitarias de 2.5 cm de
diametro, sépalos elipticos de 6 mm de largo por 4 mm de ancho, pubescentes,
caedizos; pétalos de color amarillo fuerte, oblongos a lanceolados, de 1 cm de
largo por 3 a 5 mm de ancho, caedizos. Su fruto es subgloboso a obovoide, de 7
mm de largo, coridceo, con pelos blancos, sedosos, que se vuelven café-rojizos con
el tiempo, 5 mericarpios con una semilla cada uno. La semilla café a negra, algo
curvadas, de 2 a 4 mm de largo; con contornos triangulares, embrién con los

cotiledones paralelos al plano longitudinal.

Su sistema radicular superficial, poco profundo y muy extenso. Llega a

ocupar casi el total del espacio que hay entre un arbusto y otro.

Distribucién geogréfica:

Se distribuye abundantemente en el norte de pais, de la Peninsula de Baja

California a Tamaulipas e Hidalgo. (Rzedowski y Calderén 1994).
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Usos asociados:

Lira-Saldivar en el 2003, realiz6é una revision de la actividad biocida de la
gobernadora, encontrando investigaciones que comprueban la actividad fungicida
in vitro € in vivo. Asi también detalla bioensayos con microorganismos que atacan
a humanos donde se encontrd sensibilidad a mas de 45 bacterias, 10 levaduras,
nueve hongos y tres pardsitos intestinales. Se ha documentado que los flavonoides

presentes en la composicion de la gobernadora son activos contra virus del RNA.

En el uso odontoldgico, se registra un estudio realizado por Picasso (2006)
donde se analizé la actividad de varios extractos metandlicos entre ellos de L.
tridentata, encontrando actividad contra dos bacterias periodontopatogenas, pero

no asi contra Porphyromonas gingivalis.
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4.4.3 Jatropha dioica

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Jatropha

Especie: J. dioica (Sessé ex Carv)

Figura 4: Jatropha dioica
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Nombre comin: Sangre de drago, Sangre de grado, Sangregado.

Arbusto o subarbusto de 0.3 a 1.5 m de alto, dioico; tallo carnoso, flexible, con
latex incoloro de aspectos acuoso, ramas rojizas; hojas generalmente fasciculares,
pecioladas, lineares a espatuladas de 5 a 7 cm de largo por 1-3 cm de ancho, borde
entero; flores fasciculadas, colocadas al lado de las hojas, las flores con cdliz unido
a la base, corola con tubo definido las masculinas con cdliz de 3 a 3.5 mm de
largo, corola blanquecina de mds o menos el mismo largo, ovario con 1 o 2 I6culos
y estilos; fruto de cerca de 1.5 cm de largo y de ancho, con frecuencia asimétrico,
apiculado, ligeramente alado y con una sola semilla, esta es subesférica, algo
aplanada en la superficie ventral, de alrededor de 2 cm de didmetro, de color cavé

a veces con muchas contrastantes, casi lisa carincula diminuta (Steinmann 2002).

Distribucién geogréfica:

Desde Texas (EUA) y Chihuahua hasta Oaxaca, en la mayoria de los estados del

centro del pafs.

Usos asociados:

Manzanero et al en el 2009, realizaron un estudio sobre la etnobotanica de
siete raices medicinales en el Mercado de Sonora de la Ciudad de México, dentro

de las cuales esta J. dioica, en la cual se describen dentro de sus usos comunes la
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utilizacién contra la caida del cabello, para el dolor de rifiones y problemas con la

digestion.

La actividad contra bacterias periodontopatégenas no ha sido reportada in
vitro, sin embargo en diversos estudios se menciona el uso tradicional las raices
para combuatir la gingivitis y periodontitis (Wong-Paz et al 2010, Waizel-Bucay y

Martinez, 2011).
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4.4.4 Leucophyllum frutescens

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Scrophulariales

Familia: Scrophulariaceae

Género: Leucophyllum

Especie: L. frutescens (Berl) Johnston

Figura 5: Leucophyllum frutescens
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Nombre comun: Cenizo, Cenicilla, Hierba del cenizo

Arbusto de copa irregular con denso follaje, hasta de 2.5 m de alto, tallos jévenes
con una densa pubescencia estrellada, corteza lisa de color grisdceo. Sus hojas son
simples, persistentes, opuestas o verticiladas, elipticoovaladas, enteras, color gris
verdosas en ambas superficies pubescentes. Su flor puede ser color rosa-lavanda,
vistosas, solitarias, en forma de embudo o mds cominmente campanuladas. El
fruto es pequefio, capsular con numerosas semillas. El periodo de floracién es
entre los meses de Marzo-Junio; aunque puede florear todo el afio, después de las

[luvias.

Distribucién geogréfica:

En los matorrales submontanos o espinosos, sobre suelos delgados y pedregosos

localizados en Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas. (Alanis y Gonzalez 2003).

Usos asociados:

Balderas-Renteria et al en el 2007, encontraron actividad hepatoprotectora
del extracto metandlico de Leucophyllum frutescens en ratas albinas Wistar
intoxicadas con tetracloruro de carbono. En el 2012 Alanis-Garza et al publicaron

el fraccionamiento guiado de la corteza de la raiz de L. frutescens con actividad
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contra Mycobacterium tuberculosis. El uso odontolégico del cenizo no ha sido

documentado.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Colecta e identificacion del material vegetal de estudio

Las raices de Krameria ramosissima se obtuvieron en el municipio de
Cadereyta, Nuevo Ledn, México en febrero de 2010. Una muestra de esta planta se
ha resguardado en el Herbario de la Facultad de Ciencias Biol6égicas de la UANL,

México

Figura 6: Raices de K. ramosissima

Se colectaron hojas y tallos de Larrea tridentata, las cuales fueron

obtenidas en el municipio de Hidalgo, Nuevo Ledn en el km 23 de la carretera a
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Mina N.L en enero del 2010. Una muestra fue catalogada y depositada en el

Herbario de la FCB de 1a UANL.

Figura 7: Colecta de L. tridentata

La colecta de raices de J. dioica fue realizada en el mes de enero 2010, se

realizé en la localidad del Ejido La Colorada, en Santa Catarina Nuevo Ledn

4

Figura 8: Colecta de J. dioica
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Se recolectaron hojas y tallos de L. frutescens en la localidad de Puerta

Mitras en el municipio de Santa Catarina, N.L.

Figura 9: Colecta de L. frutescens

5.2 Obtencion de extractos metandlicos

El material vegetal fue lavado, los tallos y raices cortados en tramos
pequefios de 1 a 2 cm de largo, y posteriormente sometidos a un horno seco a 40°C
durante 48 h para retirar la mayor humedad posible (Horno marca Felisa® modelo
FE-295V). Una vez secos, las muestras fueron trituradas por separado en un

molino manual marca Victoria® y almacenados en un recipiente seco.

Para la elaboraciéon del extracto, fueron pesados 300 g de cada muestra
vegetal en una balanza de precisiéon marca Ohaus® (modelo Scout-Pro), se colocd
esta cantidad en la cdmara del Soxhlet, y fue sometida a extraccién continua por

18 h utilizando como solvente 500 ml de metanol (CTR Scientific). El extracto se
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concentré en un evaporador rotatorio a baja temperatura (40-45 ° C) y presion
reducida (Marca Yamato, modelo BM 100). El extracto resultante fue pesado y

envasado en viales de vidrio color &mbar y refrigerados a 4°C hasta su uso.

Mateqa.lvegetal Se corta en trozos de 1 a Homo seco por48h a Se tritura la muestra y se
identificado y 2cm o
40°C pesan300¢g
lavado

Se retira el solvente con Extraccién continua por Se utilizaron 500 ml de Se colocs la muestra en la
un evaporadorrotatorio a 18h metanolcomo solvente camara del Soxhlet
45°C y presién reducida

Se pesa el extracto Se almacena a 4° C el extracto
obtenidoy se calcula el resultante n viales de vidrio color
rendimiento dmbar

Figura 10: Diagrama para la obtencion de extractos
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5.3 Pruebas quimicas de los extractos obtenidos

Con el propésito de obtener un anélisis quimico preliminar para identificar
la presencia de grupos funcionales de los compuestos involucrados en los extractos
obtenidos se realizaron las siguientes pruebas que se encuentran descritas por

Dominguez (1979).

Prueba de Liebermann Burchard:

Se realiza para determinar la presencia de triterpenos y compuestos
esteroidales (esteroles y metilesteroles). Se disuelven dos gotas de la muestra en
cloroformo y luego se anaden dos gotas del reactivo, la prueba es positiva al
observar cambios de coloracion. El reactivo se prepara agregando una gota de
acido sulfurico a una mezcla de 1.0 ml de anhidrido acético y 1.0 ml de

cloroformo.

Prueba de Salkowski:

Se afnaden dos gotas de la muestra, dos gotas de cloroformo y dos gotas de
acido sulfurico, cuando es positiva la prueba se desarrollan colores amarillo o rojo,

para esteroles y metilesteroles.

Prueba de Shinoda:

Para compuestos de tipo flavonoide (chalconas, flavononas, flavonoles,

flavononoles, 6 xantonas) 1.0 mg de la muestra disuelta en etanol y unas limaduras
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de magnesio y después unas gotas de HCL por la paredes. Se considera positiva

con la aparicion de colores naranjas, rojo, azul o violeta.

Prueba de Baljet:

Para sesquiterpenlactonas, se utilizan 2 soluciones que se mezclan en
volimenes iguales antes de usarse, la solucién A, un gramo de 4cido picrico en
100 ml de etanol; la solucion B, 10 g de hidréxido de sodio en 100 ml de agua. El
reactivo se prepara mezclando 5 ml de A, 4 ml de B y 100 ml de agua, la prueba es

positiva si se presenta una coloracién naranja o roja obscura.

Prueba de Acido sulfirico:

Para compuestos tipo flavonoide; se colocan dos gotas de la muestra, dos
gotas de 4cido sulftirico concentrado; se observa coloracién amarilla para flavona
y flavonoles, naranja- guinda para flavonas, rojo azuloso para chalconas y también

detecta quinonas con coloracién rojo purpura.

Prueba del Permanganato de Potasio:

Para insaturaciones; se disuelven 2 gotas de la muestra en dos gotas de
agua, acetona o metanol y se le agregan dos gotas de la solucién de permanganato
de potasio el cual se prepara con una solucién de permanganato de potasio al 2%

en agua; se considera positiva la prueba si se presenta un precipitado color marrén.
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Prueba de Cloruro Férrico:

Para oxhidrilos fendlicos, se disuelven dos gotas de la muestra en etanol y
se le afiaden dos gotas de la solucion de cloruro férrico en agua al 12.5% en un
placa de porcelana; la aparicion de una coloracion o precipitado rojo, azul, violeta

o verde se considera positiva.

Prueba de Molisch:

Para carbohidratos; en un tubo de ensaye se agregan 3 gotas de la muestra y
3 gotas del reactivo, el cual se prepara disolviendo 1 g de alfa naftol en 100 ml de
etanol al 95% y se agita. Después se inclina el tubo y se depositan 2 ml de 4cido
sulfurico concentrado por la pared; la prueba se considera positiva si se forma un

anillo coloreado en la interfase.

Prueba del Hidréxido de sodio al 10%:

Es para cumarinas; en dos gotas de la muestra se hacen reaccionar con dos
gotas de una solucién de NaOH al 10% dando un color amarillo o anaranjado que

desaparece al agregar dos gotas de HCL.

Prueba de Dragendorft:

Se usa la modificacién de Munier y Machelobuf, para la determinacién de
alcaloides. Para ello se preparan dos soluciones, la solucion A con 0.85 g de
nitrato de bismuto, los cuales se mezclan con 10 ml 4cido acético glacial y 40 ml

de agua y solucién B con 8 g de yoduro de potasio disuelto en 200 ml de agua. El
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reactivo se prepara mezclando 5 ml de A, 4 ml de B y 100 ml de agua; la prueba

da positiva si se presentan coloraciones rojo o naranja persistentes por 24 h.
5.4. Evaluacion de actividad antibacteriana frente a P. gingivalis
5.4.1 Activacion de la cepa bacteriana de estudio

Se obtuvo la cepa de referencia ATCC 53978 correspondiente a
Porphyromonas gingivalis W50, la cual fue activada mediante medio Mueller
Hinton Marca Difco®, en una camara de anaerobiosis Plas Labs® (modelo 830-
ABC), con una mezcla anaerobia compuesta por 10/13 cmol/mol bidxido de

carbono, 20/13 cmol/mol hidrégeno y balance con nitrégeno (Praxair®).

Los medios inoculados fueron incubados a 37 ° C durante 72 h para
permitir el méximo crecimiento de los organismos segin la curva de crecimiento

establecida por Navarrete et al 2010.

5.4.2 Determinacion de actividad antibacteriana

Se utilizé el método de difusion en disco (Bauer et al., 1966, Hall, 2007)
para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos obtenidos
frente a Porphyromonas gingivalis. Se utilizé la cepa de referencia ATTC 53978,
la cual fue ajustada al tubo 5 de la escala de McFarland en (15 x 10®), se tomaron
100 pl de cada tubo con el crecimiento bacteriano y se depositd en cajas Petri con

medio Mueller Hinton (Difco®), posteriormente se toman 10ul del extracto y las
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fracciones a probar, para impregnarse en papel filtro estéril de Whatman #1. Se
realizan 4 repeticiones de cada extracto. La concentraciéon a evaluar de los
extractos fue de 100 pg/ml, utilizando como solvente DMSO (CTR Scientific) al
5% con agua bidestilada estéril; como sustancias control se utilizaron agua con
DMSO al 5% como control negativo y Clorhexidina (Consepsis, Ultradent®) al
0.12% (Southern et al, 2006) como control positivo. El procedimiento fue
realizado dentro de una cdmara de anaerobiosis marca Plas Labs® modelo 830-
ABC, con una mezcla anaerobia compuesta por 10/13 cmol/mol biéxido de
carbono, 20/13 cmol/mol hidrégeno y balance con nitrégeno, por Praxair®. Las
placas se incubaron finalmente a 37 ° C durante 72 h. La actividad antimicrobiana
de los extractos se determind midiendo el didmetro de la zona de inhibicién

expresado en mm. El experimento se llevé a cabo por triplicado

Activacién de cepa P.

gingivalis Incubaciény ajuste para el En cdmara de anaerobiosis:
ATCC 53978 tubo 5 de la escala de prueba de sensibilidad en
McFarlanden (15 x 108) disco con el extractoa 100

ug/mly controles

"

Obtencién de
resultados

Incubacién a 37°C por 72 h

Figura 11: Diagrama para la determinacion de actividad de los extractos metandlicos sobre

P. gingivalis



5.4.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria

Se consideran los extractos que hayan presentado mayor actividad en la
evaluacion de difusién en disco para realizar la CMI, la cual fue determinada por
la técnica de microdilucién en placa de 96 pozos (Andrews JM. 2001). Las
concentraciones a evaluar fueron 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50 pg/ml ,
también fueron incluidas muestras blanco con medio de cultivo Mueller Hinton,
medio con inéculo y medio con controles antes mencionados. Nuevamente
mediante cdmara de anaerobiosis fue depositado el indculo ajustado a la escala 0.5

de McFarland (1.5 x 10%).

La placa fue incubada a 37 ° C durante 72 h, después de éste tiempo los
tubos de ensayo se analizan considerando la absorbancia OD600 mediante el
Espectrofotometro modelo SmartSpec Plus marca Bio-Rad ®. La menor
absorbancia entre las concentraciones probadas, después de restar la turbidez
misma del extracto por su concentracion evaluada se considera que es la

concentracion minima inhibitoria (CMI).
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Activacion de cepa L . Enla cimara de anaerobiosis
L Incubaciény ajuste para al iy .
P. gingivalis evaluacién de CMI en concentraciones

tubo 0.5 de la escala de
ATCC 53978 McFarlanden (1.5 x 108) de500a 50 ug/ml

Obtenci6n de Incubacién a 37°C por 72 h
resultados

Figura 11: Diagrama para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria de

extractos metanolicos sobre P. gingivalis

41



5.4.4 Fraccionamiento mediante columna con el extracto de mayor actividad
De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion antibacteriana y la
CM]I, se utilizan 4 g del extracto metandlico que haya presentado mayor actividad

a menor dosis para inhibir la bacteria P. gingivalis.

Para el fraccionamiento en columna de silica gel, se requiere empacar una
torunda de algoddn en la base de la columna, posteriormente 24.5 g de silica 60 G
y en la parte media el extracto, se procede a afadir eluentes de diferentes
polaridades. El sistema inicial fue cloroformo, los subsecuentes consistieron en
cloroformo-metanol 9.5:1, cloroformo-metanol 9:1, cloroformo-metanol 8.5:1.5,
cloroformo-metanol &:2, cloroformo-metanol 7:3, cloroformo-metanol 6:4,
cloroformo-metanol 5:5, cloroformo-metanol 4:6, cloroformo-metanol 3:7 y

finalmente metanol.

Las fracciones obtenidas fueron sometidas a un evaporador rotatorio a baja
temperatura (40-45 ° C) y presion reducida (Marca Yamato, modelo BM 100) y
agrupadas de acuerdo a su asociacion en evaluacion de cromatografias en capa fina

para observar componentes semejantes.
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1 Cloroformo

2 Cloroformo-metanol 9.5: 1
3 Cloroformo-metanol 8:2
4 Cloroformo-metanol 7:3
5 Cloroformo-metanol 6:4
6

Cloroformo-metanol 5:5

7  Cloroformo-metanol 4:6

8  Cloroformo-metanol 3:7

A partirde 4 gr de extracto
metanolico

Columna c silica )| AiMetanal

G tipo 60

Agrupacion de
fracciones

Se retira el solvente con un
evaporadorrotatorio a
45°C y presién reducida

Fracciones

Figura 13: Diagrama para la obtencion de fracciones mediante columna de silica gel
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5.4.4.1 Evaluacion mediante antibiograma de actividad bactericida a

P. gingivalis con las fracciones obtenidas

Las fracciones obtenidas serdn probadas sobre la cepa ATTC 53978 (P.
gingivalis W-50) siguiendo la misma metodologia realizada para la determinacién
de la actividad antibacteriana mediante la difusiéon en disco realizada a los

extractos metanolicos al inicio del estudio.

Se colocaron cuatro sensidiscos de papel filtro estéril de Whatman #1
humedecido cada uno con 10 pl de las fracciones a evaluar, se utilizé la dosis

obtenida en los resultados de la CMI del extracto.

Activacion de cepa Incubaciény ajuste para el Encamara de anaerobiosis:
P. gingivalis tubo 5 de la escala de prueba de sensibilidad en
ATCC 53978 McFarlanden (15 x 108) disco de las fraccionesy

controles

™

Obtencion de

- o
resultados Incubacién a 37°C por 72 h

Figura 14: Diagrama para la determinacion de actividad de las fracciones del extracto de

mayor actividad sobre P. gingivalis
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5.5 Evaluacion de citotoxicidad de los extractos y fracciones de mayor

actividad frente a P.gingivalis

El extracto metandlico y las fracciones del mismo que resultaron con
mayor actividad inhibitoria sobre la bacteria P. gingivalis en el ensayo previo,
fueron evaluados para conocer su toxicidad sobre células mononucleares mediante
la técnica de azul tripan y sobre fibroblastos humanos por medio de la técnica de

rojo neutro.

5.5.1 Evaluacién de citotoxicidad mediante la técnica de azul tripan

con células sanguineas mononucleares

Se utiliz6 el método de exclusion por azul de tripdn segin Repetto y
Camean 1995. A partir de una muestra clinica de 8 ml de sangre, se agrego 16 ml
de Histopaque ® (Sigma) y centrifugado a 1700 r/m a 20° C por 30 min (marca
Eppendorf, modelo 5804 R), a partir de la cual se toma la capa que corresponde a
las células mononucleares (mastocitos y linfocitos), se realizan lavados con 5 ml

de PBS a 1600 rev/min por 10 min.

Estas células aisladas son analizadas para determinar su viabilidad
mediante el analizador Vi-Cell®, esperando que su viabilidad sea mayor al 90%.
Las células se depositaron en una placa de 12 pozos, se incuban por 24 h a 37°C
con 5% de CO, para la adherencia de los mastocitos, después de toma el
sobrenadante que corresponde a los linfocitos en otra placa de 12 pozos. Se

colocan los tratamientos que resulten con mayor actividad a la concentracion

45



minima inhibitoria resultante, y sustancias control en este caso se utilizé DMSO
(CTR Scientific) y una muestra blanco. Se exponen por 5 d a 37°C y 5% de CO, y
se anade azul tripan al 0.4% (marca Gibco) para analizarse mediante el Vi-Cell ®

y valorar la cantidad de células que fueron afectadas.

~ Setomalafase que

‘ | » corresponde a las
| células mononucleares
(mastocitos y
linfocitos).
Muestra clinica Se diluye en el mismo volumen Se centrifugaa 1700 r/m
8 mlde sangre conPBS x 1y se agregan 16 ml y 220 C° por media hora.

de Histopaque®

Se realizan 2 lavados
con 5mlde PBSa

1600 rev/min por 10
min
Se analiza mediante el El sobrenadante se Se incuba por 24 h a
. A 37°Cy 5% de CO? (para
Vi-Cell® la viabilidad coloca en otra placa 1656 adbieran Jos
celular aceptable para (linfocitos) q ‘
el ensayo mastocitos)

Se colocan los
tratamientosy se
exponen por5 dias
anadiendo azultripany
se analizan mediante el
Vi-Cell®

Figura 15: Diagrama para la evaluacion de citotoxicidad en células mononucleares mediante

la técnica de azul tripan
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5.5.2 Evaluacién de citotoxicidad mediante la técnica de rojo neutro

con fibroblastos

Se obtuvo la linea celular ATCC CRL-7222 Hs 274.T, que corresponde a
fibroblastos humanos. Las células fueron cultivadas en condiciones Optimas para
su desarrollo, es decir; se mantuvieron a una temperatura de 37 °C, en una estufa
de humedad controlada y se les proporcioné ademads una atmdésfera de 95% de aire
y 5% de CO, mediante una incubadora con control de CO, (SHE L LAB® modelo

TC2323)

Se utiliz6 el medio DMEM High Glucosa 1X (Marca Gibco®) y se
realizaron lavados con PBS (Marca Gibco®);cada lavado fue realizado en una
Campana de flujo laminar clase II (marca LABCONCO®). Una vez obtenido el
crecimiento adecuado se tomaron 5 x 10° células para cada prueba y fueron
depositadas en placa de 24 pozos para leer su absorbancia de referencia con una

longitud de 560 nm utilizando un lector de placas marca Biorad ® Modelo 550.

Se expusieron las sustancias problema por 24 h, los controles fueron
DMSO al 10% (CTR Scientific) y Clorhexidina al 0.12% (Consepsis® Ultradent)
luego se agregan 100ul de rojo neutro, se elimina mediante lavado con PBS el
colorante no incorporado y luego se mide la absorbancia nuevamente el lector de

placas.
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ATCC Number: CRL-7222
Designation: Hs 274.7

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Figura 16: Imagen proporcionada por ATCC de la linea
celular utilizada en el ensayo (CTR-7222, Hs 274 T)

-
.
)
-
-
Se cultivan los fibroblastos con Se depositan las células en los Se mide su absorbancia a
medio DMEM pozos para evaluarse 560 nm
-
.
m _
=
—
Se incuba por 24 h y se agrega el Se aplican las sustancias
Se lee la absorbancia a 560 nm rojo neutro que marcaria celulas problema a evaluar

vivas

Se observan las mediante
microscopio 6ptico invertido

Figura 17: Diagrama para la evaluacion de citotoxicidad en fibroblastos mediante la

técnica de rojo neutro
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5.6 Evaluacion de mutagenecidad mediante la prueba de Ames

Se activo la cepa de referencia Salmonella typhimurim TA100 contenida
en el Kit Muta-Chromo Plate® con el medio de crecimiento incluido en el sistema
del Kit; se incuba a 37°C por 18 h. Se disolvieron 100 mg de las fracciones y el
extracto a evaluar con 0.5 ml de DMSO y agua destilada estéril hasta llegar a un
volumen de 17.5 ml; posteriormente se filtraron por una membrana de 0.22 um
para su esterilizacion en frio. Se mezclaron los reactivos contenidos en el kit para

preparar la solucién madre, los cuales consisten en las siguientes sustancias:

A. Sales Davis-Mingioli sales (concentrado) 21.62 ml

B. D-glucosa 4.75 ml

C. Parpura de bromocresol 2.38 ml

D. D-Biotina 1.19 ml

E. L-Histidina 0.06 ml

El mutdgeno estandar contenido en el sistema es el NaN3 a una
concentracion de 0.5ug /100 pl. Se utilizaron ocho placas de 96 pozos con los
siguientes tratamientos: 1-blanco (prueba de esterilidad), 2-control negativo, 3-
control positivo (NaN3), 4-Fraccion 6, 5-Fraccion 7, 6-Fraccion 9, 7-Fraccion 13y
8- extracto metandlico de K. ramosissima. La concentracion utilizada de las

fracciones y extracto fue la considerada como concentracién minima inhibitoria.
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Se contabilizaron los pozos positivos en las ocho placas, los 3,4, 5,6y 7 d.
Los resultados se analizan a través de un macro disefiado en Excel® provisto por

el fabricante.

Se activa la cepa de referencia 37°Cpor 18h E - .
ey nuna solucién se disuelven 100 s ey ey
S. Typhimurim T100 mgen 0.5 ml de DMSO a un € Consi K
volumen totalde 17.5 mlcon ac tis;:iea%r::s);‘:ea}:] Z‘i:);(i):a lis
agua destilada y se filtran poruna :

membrana de0.22 um

epositan en placa de 96 pozos lo
diferentes tratamientos 37° C por 3 dias para su primer
lectura

Obtenci6n
deresultados

Se realizan conteos de pozos
positivosen dia 3,4,5,6y 7

Manejo dedatosa travésde la
platilla estadistica

Figura 18: Diagrama para la evaluacion de mutagenecidad mediante la Prueba de Ames (Kit
Muta-ChromoPlate®, por EBPI.
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6. RESULTADOS

6.1 Colecta e identificacion del material vegetal de estudio

Los ejemplares fueron identificados por la Dra. Marcela Gonzélez Alvarez

en el Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas con los siguientes registros:

Tabla I: Nimero de registro de especies de estudio

Especie vegetal Niumero de registro
Krameria ramosissima UANL-25525
Larrea tridentata UANL-25524
Jatropha dioica UANL-25526
Leucophyllum frutescens UANL-25523

6.2 Rendimiento de extractos metanolicos

El célculo del rendimiento es obtenido a partir del material seco utilizado y
la diferencia del peso del extracto. Se obtuvieron cuatro extractos metandlicos en

total, el porcentaje del rendimiento obtenido se presenta en la Tabla

1I:
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Tabla II: Porcentaje del rendimiento obtenido de los extractos metanolicos

Rendimiento obtenido

Especie vegetal Parte utilizada
(%)
Krameria ramosissima Raiz 32
Larrea tridentata Area 27
Jatropha dioica Raiz 11
Leucophyllum frutescens Area 15

Figura 19: Extracto metandlico de Larrea tridentata
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6.3 Caracterizacion quimica de los extractos metandlicos obtenidos

Los resultados de las pruebas quimicas para los grupos funcionales y

metabolitos secundarios presentes en los extractos metandlicos de las especies

evaluadas se encuentra en la Tabla III. Se encontré presencia de triterpenos,

esteroles y metilesteroles, asi como insaturaciones en todos los extractos

analizados. Los flavonoides estuvieron presentes en tres de los extracto excepto en

L. tridentata. Los compuestos alcaloides y cumarinas fueron detectados solo para

K. ramosissima.

Tabla II1. Grupos funcionales y metabolitos secundarios en los extractos metanélicos de las

plantas en estudio

Pruebas quimicas

Extractos metanolicos

J. dioica

K. ramosissima | L. frutescens

L .tridentata

Liebermann- Burchard
(tripterpenos , esteroles y
metilesteroles)

Salkowski (esteroles y
metilesteroles)

Shinoda (flavonoide)

Baljet
(sesquiterpenlactonas)

Acido sulfirico
(flavonoide)

Permanganato de potasio
(instauraciones)

+
+

Cloruro férrico (oxhidrilos
fendlicos)

Molisch (carbohidratos)

Hidréxido de sodio al
10% (cumarinas)

Dragendorff (alcaloides)

+ |+ |+ |+
1
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6.4 Evaluacion de actividad antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis

La determinacién de la actividad antibacteriana sobre la cepa ATTC 53978
(P. gingivalis W-50) para los cuatro extractos metandlicos obtenidos es mostrada
en la Tabla IV, presentando mayor inhibicién el extracto que corresponde a la raiz
de Krameria ramosissima. La actividad antimicrobiana fue obtenida de acuerdo a

los halos de inhibicion expresados en milimetros (mm).

Tabla IV: Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos sobre P. gingivalis

P Diametro de la
. arte
Especie vegetal tilizad zona de
utrhzada | npibicion (mm)
Krameria ramosissima Raiz 15.75 £0.50
Larrea tridentata Area 6.25 +0.29
Jatropha dioica Raiz 8.05+£0.40
Leucophyllum frutescens Area 5.88 0.25
Control positivo: Clorhexidina al 0.12% 12.25 +0.29
Control negativo: (DMSO al 5%) 5.75+£0.29

Valores expresados en promedios + DS. (n=4)
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Figura 20: Efecto inhibitorio de loa extractos metanélicos para Porphyromonas gingivalis
a. Krameria ramosissima, b. Larrea tridentata, c. Jatropha dioica, d. Leucophyllum frutescens,

e. Control positivo: Clorhexidina al 0.12%, Control negativo: DMSO al 5%

6.4.1 Obtencion de fracciones del extracto metandlico de mayor

actividad

Segtn los resultados obtenidos el extracto metandlico de mayor inhibicion
fue elaborado de la raiz de Krameria ramosissima, por lo que se procedié al
montaje de columna en silica gel 60G, para la cual se utilizaron 4 g del extracto
metanodlico. Se utilizaron eluentes de diferentes polaridades, el sistema inicial fue
cloroformo, los subsecuentes consistieron en cloroformo-metanol 9.5:1,
cloroformo-metanol 9:1, cloroformo-metanol 8.5:1.5, cloroformo-metanol 8:2,
cloroformo-metanol 7:3, cloroformo-metanol 6:4, cloroformo-metanol 1:1,

cloroformo-metanol 4:6, cloroformo-metanol 3:7 y finalmente metanol.
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Se obtuvieron un total de 90 fracciones, a las cuales se les realizd
cromatografia en capa fina, se unieron las que tenfan similitudes, quedando al final

14 fracciones a las que se les evalud la actividad bactericida.

Tabla V: Fracciones agrupada del extracto de K. ramosissima de acuerdo al sistema de

extraccion utilizado

Fraccion Sistema de extraccion utilizado
agrupada
1 1: Cloroformo
2 1: Cloroformo y
2: Cloroformo-metanol 9.5: 1
3 2 :Cloroformo-metanol 9.5: 1y
3: Cloroformo-metanol 8:2
4 2: Cloroformo-metanol 9.5: 1
5 4: Cloroformo-metanol 8.5: 1.5
6 5: Cloroformo-metanol 8:2
7 6: Cloroformo-metanol 7:3
8 6: Cloroformo-metanol 7:3 y
7: Cloroformo-metanol 6:4
9 7: Cloroformo-metanol 6:4
10 8: Cloroformo-metanol 1:1
11 9: Cloroformo-metanol 4:6
12 9: Cloroformo-metanol 4:6
13 10: Cloroformo-metanol 3:7
14 11: Metanol
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6.4.2 Evaluacion de actividad antibacteriana de las fracciones del

extracto metanélico de mayor actividad frente a P. gingivalis

Se realiz6 la metodologia de difusién en disco para evaluar la inhibicién de
las 14 fracciones con la cepa ATTC 53978 (P. gingivalis W-50), la concentracion
utilizada fue de 300 pg/ml, donde se obtuvieron los resultados expuestos en la

Tabla VI

Tabla VI: Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas del extracto metandlico de K.

ramosissima sobre P. gingivalis

Fracciones obtenidas Didmetro de la zona de inhibicién (mm)
del extracto
metandlico de K. 3d 7d
ramosissima
1 9.67 £ 0.61 5.88 + 1.08
2 11.78 £1.27 11.63 £0.75
3 10.55 £ 0.68 10.68 + 1.04
4 991 + 1.34 10.61 £1.11
5 10.83 £ 1.04 12.88 £ 0.85
6 14.11 £0.78 21.50 +1.29
7 19.70 £ 1.52 22.00 £ 1.41
8 10.85 +1.80 12.75 £ 1.50
9 16.64 £ 1.31 18.38 + 1.38
10 12.70 £ 1.31 12.75 £ 0.96
11 13.00 + 1.41 12.08 £ 0.83
12 14.25 £ 0.96 11.25+1.50
13 17.75 £ 0.50 17.65 +£0.47
14 11.25 £0.96 13.00 = 0.82
Control Positivo:
(Clorhexidina al 19.67 £ 1.21 17.50 £ 1.29
0.12%)
Control Negativo:
(DMSO afs%) 7.81+1.29 5.25+0.30

Valores expresados en promedios + DS. (n=4)
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Dia 3 Dia 7

a. Control positivo: Clorhexidina al

0.12%, Control negativo:DMSO al 5%

b. Fraccion 6

c. Fraccion 7

d. Fraccion 9

e. Fraccion 13

Figura 21: Efecto inhibitorio de mayor actividad de las fracciones del extracto metanélico de

Krameria ramosissima
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6.5. Caracterizacion quimica preliminar de las fracciones del extracto de

mayor actividad

Se analizaron también las fracciones del extracto que resultaron con mayor
actividad contra Porphyromonas gingivalis, a continuacion se detallan los
resultados en la Tabla IV. Los compuestos presentes en todas las fracciones son las
sesquiterpenlactonas, compuestos de tipo flavonoides, insaturaciones, oxhidrilos
fendlicos y carbohidratos. Las cumarinas se presentaron en todas las fracciones

excepto para la fraccion 13.

Tabla VI. Grupos funcionales y metabolitos secundarios de las fracciones 6, 7,9 y 13 de

Krameria ramosissima

Extracto metanolico de raiz de Krameria ramosissima

Pruebas quimicas
Fraccion 6 Fraccion 7 Fraccion 9 | Fraccion 13

Liebermann- Burchard
(tripterpenos , esteroles y - - + -
metilesteroles)

Salkowski (esteroles y
metilesteroles)

Shinoda (flavonoide) - - + -

Prueba de Baljet
(sesquiterpenlactonas)

Acido sulfdrico
(flavonoide)

Permanganato de potasio
(instauraciones)

Cloruro férrico (oxhidrilos
fendlicos)

Molisch (carbohidratos)

Hidroéxido de sodio al 10%
(cumarinas)

Dragendorff (alcaloides) - - - +

59




6.6. Evaluacion de citotoxicidad de los extractos y fracciones de mayor

actividad frente a Porphyromonas gingivalis

Se realizaron pruebas para evaluar la citotoxicidad del extracto metandlico
de Krameria ramosissima y de las cuatro fracciones de este extracto que resultaron
con mayor actividad antibacteriana frente a P.gingivalis. A continuacién se

detallan los resultados obtenidos en los diferentes ensayos.

6.6.1 Evaluacion de citotoxicidad mediante la técnica de azul tripan

con células sanguineas mononucleares

De acuerdo a los resultados obtenidos por la exposicién del extracto y las
fracciones de mayor actividad; se observo frente al lector de viabilidad celular Vi-
Cell® con la tincién de azul de tripdn que presentaron una viabilidad igual o

mayor al 100% tanto en linfocitos como en mastocitos.

Se presentd una viabilidad mayor al 100 % en linfocitos se present6 en la
Fraccion 6, 7, 13 y en el extracto metandlico; en el caso de los mastocitos fue del

100 % en todos los casos. (Gréficas 1y 2)
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Control: DMSO, Tratamiento 1: Fraccion 6, Tratamiento 2: Fraccién 7,
Tratamiento 3: Fraccién 9, Tratamiento 4: Fraccion 13, Tratamiento 5:
Extracto metandlico de K. ramosissima

Grifica 1: Viabilidad celular en linfocitos mediante la exposicion del extracto y fracciones de

Krameria ramosissima
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Conteo mayor a 200,000 células. Control: DMSO, Tratamiento 1:
Fraccion 6, Tratamiento 2: Fraccion 7, Tratamiento 3: Fraccion 9,
Tratamiento 4: Fraccidén 13, Tratamiento 5: Extracto metandlico de
K. ramosissima

Grafica 2: Viabilidad celular en mastocitos mediante la exposicion del extracto y fracciones

de Krameria ramosissima
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6.6.2 Evaluacion de citotoxicidad mediante la técnica de rojo neutro

con fibroblastos

En los resultados obtenidos en la exposicion sobre fibroblastos se observo
que las membranas de las células se mantuvieron intactas, incluso se observé dafio
sobre éstas en la sustancia de actividad referida como antiséptico (Clorhexidina al

0.12%).
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Control: DMSO, Antiséptico de referencia: Clorhexidina 0.12%,
Tratamiento 1: Fraccién 6, Tratamiento 2: Fraccion 7, Tratamiento
3: Fraccion 9, Tratamiento 4: Fraccion 13, Tratamiento 5:
Extracto metandlico de K. ramosissima

Grafica 3: Viabilidad celular en fibroblastos mediante la exposicion del extracto y fracciones

de Krameria ramosissima
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6.7 Evaluacion de mutagenecidad mediante la prueba de Ames

Los resultados de acuerdo a las lecturas de los dias 3 al 7 mostraron que las
fracciones 6, 7, 9 y 13; y el extracto metandlico de K. ramosissima estdn por

debajo del control positivo.

90 4= Control negativo
ad
70 el [uestra- 1 FRACCION 6

o

s [Vluestra- 2 FRACCION 7

o

o

IMuestra-3 FRACCION 9

Pozos positivos
w B U O

o

e [uestra- 4 FRACCION 13

20
10
we [luestra -5 EXTRACTO
o - METANOLICO
0 2 4 6 8 Positive Control: Mal3

Dia

Control positivo: NaN3, Control negativo: DMSO, Muestra 1: Fraccién 6, Muestra 2:
Fraccién 7, Muestra 3:Fraccidon 9, Muestra 4:Fraccién 13 y Muestra 5: Extracto
metandlico de K. ramosissima.

Grifica 4: Mutagenecidad para el extracto metanélico y fracciones de Krameria ramosissima
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7. DISCUSION

Considerando lo descrito por Liébana et al 2004, la enfermedad periodontal
tiene un factor microbioldgico importante, y el ambiente adecuado para que las
bacterias relacionadas proliferen es favorecido porque el drea subgingival es una
zona con una baja tension de oxigeno y por su localizacion carece de mecanismos
de autolimpieza. Otro factor a considerar citado por Silva en 2003, es que el fluido
gingival crevicular aporta nutrientes a los microorganismos colonizadores. Garza
en 2009 concluye que estas condiciones expuestas en el huésped a lo largo del
tiempo favorecen la aparicion de la enfermedad, primero como gingivitis en una
condicion inflamatoria de tejidos blandos y posteriormente en periodontitis que es

de condicién crénica y con destruccion de tejidos de soporte.

En la descripcién de la flora patégena relacionada con la enfermedad
periodontal, Newman en 1990 relaciona la presencia de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y B. forsythus con la progresién y el
tratamiento no exitoso de la enfermedad periodontal, por lo que este estudio se
propuso analizar in vitro la actividad de los extractos con una de estas bacterias:

P. gingivalis.

Otros factor que determind la seleccion de la bacteria de estudio fue que en

evaluaciones recientes se ha confirmado la participacion de P.gingivalis con
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complicaciones de tipo sistémicas como inductor de lesiones coronarias (Brodala

et al 2011), neumonia (Okuda et al 2005) y preclamsia (Contreras et al 2006).

En relacién con el uso de plantas para combatir la enfermedad periodontal
en la poblacion mexicana Waizel-Bucay y Martinez en el 2011 realizan una
investigacion documental con lo reportado en estudios de etnobotdnica,
mencionando entre ellas a J. dioica, pero no hace referencia a las demds especies

estudiadas en este trabajo.

La seleccion de las plantas evaluadas en este estudio se realizo
considerando que fueran plantas nativas de la region del norte de México, ya que
los resultados serian innovadores debido a que no se han registrado estudios
especificos de éstas especies en relacion con su actividad contra bacterias

asociadas con la enfermedad periodontal.

Algunas de las especies vegetales que han sido estudiadas en su asociacion
con bacterias periodontales son Punica granatum (granada) en Menezes et al 2006
donde se utiliza un extracto hidroalcohdlico en diferentes concentraciones como
enjuague bucal, comparandolo con clorhexidina al 0.12%, su resultado present6
inhibiciéon en los microorganismos componentes de placa dentobacteriana
(incluyendo P.gingivalis). Este resultado obtenido a partir de muestras clinicas es

similar al obtenido con K. ramosissima y en menor grado con J. dioica.

Florencia cernua (hojasén), estudiada por Picasso quien en 2006, evalu6

mediante bioautografia cuatro extractos metandlicos de diferentes plantas, sobre
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bacterias periodontopatégenas: Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus y Streptococcus intermedius. Los resultados comprobaron
que F. cernua inhibe el crecimiento in vitro de P. gingivalis, al igual que el

resultado con el extracto metandlico de K. ramosissima.

Wolinsky et al en 1996 evaluaron el extracto acuoso de la corteza de
Azadirachta indica (neem), en este se determind la presencia de taninos y la
inhibicién de estreptococos orales que promueven la formaciéon de placa
dentobacteriana. Estos compuestos fueron previamente identificados en el estudio
quimico a K .ramosissima realizado por Verde-Star en 1987, donde se reportan
resultados positivos a la prueba de Shinoda, Acido sulfdrico y Cloruro férrico,
infiriendo la presencia de taninos en el extracto y sus fracciones de mayor

actividad.

Rodriguez-Garcia et al en 2010 realizaron un estudio con Croton lechleri
conocida como sangre de drago o sangre de grado, este nombre comin lo
comparte con una de las especies revisadas en este trabajo (Jatropha dioica), la
cual no puede ser confundida con la especie C. lechleri que corresponde a una
especie nativa de Centroamérica que se desarrolla como drbol, mientras que J.
dioica es un arbusto de dreas semidesérticas. En el trabajo mencionado la
evaluacion in vitro del extracto de C. lechleri con biopolimeros (quitosan y
pululano) como medio, presentd inhibicién contra P. gingivalis, los resultados
fueron contrastados con bacterias periodontopatdgenas mediante determinaciéon de

la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida
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(CMB) y también mediante la adhesién con biopeliculas presentando inhibicién
en ambos materiales y siendo mayor en la pelicula de quitosan. La inhibicién en C.

lechleri, es similar a la observada con el extracto de K. ramosissima.

En el caso de Larrea tridentata se encontré referencia de actividad contra
bacterias relacionadas con enfermedad periodontal (Picasso, 2006),
especificamente con Bacteroides forsythus 'y Streptococcus intermedius, sin
embargo no se reportd actividad contra Porphyromonas gingivalis coincidiendo

con el resultado obtenido en este estudio.

Los dos extractos metanolicos que presentaron mayor inhibicién en la
evaluacion por sensibilidad en disco con P. gingivalis fueron Jatropha dioica y
Krameria ramosissima, lo cual avala algunos de los usos comunes asociados
contra el sangrado gingival (Achenbach er al 1986, Waizel-Bucay y Martinez,
2011), de éstos dos extractos el de mayor actividad fue el de K. ramosissima,
ademas de presentar mayor rendimiento en su porcentaje de extraccion (32%); por

lo que la evaluacidn subsecuente se realizé solo con este extracto.

Jagan Rao er al 2012, describe la presencia de taninos entre sus componentes

para Krameria trianda al 1igual que los resultados de encontrados en este estudio

donde se encontrd la presencia de taninos en el extracto metandlico y las fracciones de

mayor actividad de K. ramosissima.

Las pruebas quimicas realizadas al extracto metandlico de K. ramosissima

resultaron positivas para: tripterpenos, esteroles y metilesteroles; flavonoides,
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sesquiterpenlactonas, oxhidrilos fendlicos, carbohidratos, cumarinas y alcaloides, lo

cual corresponde con lo descrito por Scholz y Rimpler en 1989.

La citotoxicidad de K. ramosissima fue reportada por Torres-Gonzélez et
al en el 2011 sobre linea celular de hepatoma humano (Huh7) utilizando el
extracto hidroalcohdlico de la parte aérea de la planta; sin embargo en el caso del
presente estudio se utilizé la raiz para la elaboracién del extracto, y las células
expuestas fueron monocitos, linfocitos y fibroblastos humanos, resultando no
citotoxico frente a estas células. Estos resultados infieren que posiblemente el
extracto de K. ramosissima pueda ser toxico para células tumorales pero no para

células normales.

El efecto mutagénico de K. ramosissima mediante la prueba de Ames no
fue encontrado en la busqueda bibliogrifica como referente especifico. Vattuone et
al en el 2004 presentaron un trabajo de la evaluacion antimicrobiana de 20 plantas
entre ellas Krameria lappacea, para la cual realizaron la prueba de mutagenecidad
mediante el ensayo con E. coli WP2 encontrando que no hay actividad
mutagénica. Otro referente asociado al género Krameria lo presenta O Gara et al
(1974) donde inducen sarcoma en ratas con el extracto y fracciones de Krameria
ixina (sin considerar raiz de la planta), estos extractos produjeron sarcomas en el
100% de las ratas evaluadas, sin embargo al precipitar estos mismos extractos con
cafeina para remover los taninos presentes, los extractos ya no estimularon la
formacion de sarcomas en las ratas. La evaluacién mediante la prueba de Ames, es

por tanto un referente no comun para el género Krameria algunos de los estudios
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donde reportan la genotoxicidad de extractos de plantas con la prueba de Ames
son los reportados por Shimmer ef al en 1994, Pereira et al 2003, Dantas et al
2003, Reid et al 2006; encontrando resultados positivos mediante la prueba de
Ames para la corteza del 4rbol de pimienta (Schinus terebinthifolius Raddi), las
especies de Helichrysum simillimum, Helichrysum herbaceum y Helichrysum
rugulosum. En tanto que en el presente estudio la prueba de Ames para
genotoxicidad resulté negativa para el extracto metandlico de K. ramosissima y

sus fracciones.
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8. CONCLUSIONES

El rendimiento de los extractos metandlicos de J. dioica, K. ramosissima,
L. frutescens y L. tridentata fue de 17 a 32 %, el mayor lo present? la raiz

de K. ramosissima.

Los extractos metandlicos de J. dioica, K. ramosissima, L. frutescens y L.
tridentata mostraron presencia de triterpenos, esteroles y metilesteroles e

insaturaciones.

El extracto metandlico de la raiz de K. ramosissima a una concentracion
de 300 pg/ml , fue el que mostré mayor actividad contra P. gingivalis con

una inhibiciéon de 15.75 + 0.50 mm.

Del extracto con mayor actividad (K. ramosissima) se obtuvieron 90
fracciones y se reagruparon en 14, a las cuales se les evalud la actividad
bioldgica vy se encontré que 4 de ellas (fraccién 6, 7, 9 y 13) presentaron
actividad relevante sobre P. gingivalis con un halo de inhibicién de 17.6 —

22.0 mm, mayor al control positivo clorhexidina (17.5 mm)

Las fracciones de K. ramosissima con mayor actividad (6, 7, 9 y 13) contra
P. gingivalis, no mostraron dafio celular sobre linfocitos y mastocitos por

lo que se concluye que no son toxicas.
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El extracto metandlico y las fracciones de K. ramosissima con mayor
actividad (6, 7, 9 y 13) contra P. gingivalis no presentaron mutagenecidad

mediante la prueba de Ames.

El extracto metandlico de raiz de K. ramosissima asi como las
fracciones identificadas con mayor inhibicion frente a P. gingivalis, son
una alternativa segura para su inclusion en estudios clinicos para la

prevencion y manejo terapéutico de la enfermedad periodontal.
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Resumen

Porphyromonas gingivalis, es una de las bacterias asociadas a la enfermedad
periodontal, y ha sido relacionada con lesiones coronarias, neumonia y preeclamsia. El
propésito de este estudio fue evaluar el extracto metandlico de raices de Krameria
ramosissima contra P. gingivalis (ATCC 53978), determinar su actividad citotoxica en
fibroblastos humanos (ATCC CRL-7222 Hs 274.T) y su potencial mutagénico mediante
la prueba de Ames. La concentracion minima inhibitoria del extracto fue de 300 pg/mL.
Mediante cromatografia en columna se obtuvieron 14 fracciones, de las cuales la 7y la
9 presentaron mayor actividad (P<0.05). Se identificaron por espectroscopia de masas
dos neolignanos en las fracciones 7 y 9 con pesos moleculares de 314 y 296
respectivamente. El extracto y las fracciones activas fueron negativas en las pruebas

de citotoxicidad y mutagenecidad.

89



Palabras clave: Krameria ramosissima, neolignanos, Porphyromonas gingivalis,

citotoxicidad, mutagenecidad

Abstract

Porphyromonas gingivalis, is one of the bacteria associated with periodontal disease,
and has been related to coronary lesions, pneumonia and preeclampsia. The purpose of
this study was to evaluate methanol extract of root Krameria ramosissima against
bacteria P. gingivalis (ATCC 53978), determine their cytotoxic activity in human
fibroblasts (ATCC CRL-7222 Hs 274.T) and mutagenic potential using the Ames test.
The minimum inhibitory concentration of the extract was 300 pg/mL. By column
chromatography were obtained 14 fractions, of which the 7 and the 9 had greater activity
(P <0.05). Were identified by mass spectroscopy two neolignans in fractions 7 and 9
with molecular weights of 314 and 296 respectively. The extract and the active fractions
were negative in mutagenicity and cytotoxicity tests.

Keys words: Krameria ramosissima, neolignans, Porphyromonas gingivalis, cytotoxic,

mutageneses

Introduccién

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés de la comunidad cientifica en el
estudio de plantas medicinales debido a que son una fuente importante de principios
activos, se calcula que el 30% de los farmacos empleados en los paises
industrializados se han sintetizado a partir de productos vegetales.'?

El término etnofarmacologia se registra por primera vez en 1967 en el titulo del libro:
“Ethnopharmacologic Search for Psychoactive Drugs’,®> donde se mencionan los usos
en la medicina tradicional de sustancias naturales con propiedades alucinégenas y
explica cémo los productos naturales han sido el origen de farmacos con estas

aplicaciones. Actualmente se considera que el concepto de etnofarmacologia incluye la
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observacion, identificacion, descripcion e investigacidbn experimental de forma
interdisciplinaria de los agentes biolégicamente activos que han sido tradicionalmente
empleados u observados por el hombre.*

Se considero en el presente estudio como antecedente la referencia del uso tradicional
en comunidades del norte de México de las raices de Krameria ramosissima, la cual ha
sido utilizada como astringente y antibacteriano en enfermedades de la cavidad oral,
especialmente en la gingivitis y periodontitis.®

La especie de Krameria ramosissima (A. Gray) S. Watson, también conocida como
calderona o ratania, es un arbusto generalmente menor a 60 cm, difusamente
ramificado y rigido, algunas veces casi postrado.® Geograficamente se distribuye en el
sur y oeste de Texas en EUA y en los estados de Tamaulipas, Coahuila y Nuevo Ledn
en México.®’ Las raices del género Krameria son comercialmente utilizadas para tefiir
lana y pieles con tonos rojo y café rojizo, asi como para la manufactura de tintas y
colorantes en vinos.® En Sudamérica se han utilizado para la elaboracién de dentifricos
especialmente las especies K. lappacea y K. triandra.® Algunos estudios reportan
actividad de algunas variedades de éste género vegetal en tratamientos para

vulvovaginitis,® colitis,'® cancer en intestino, estémago y lengua."’

En relacion con la especie de interés K. ramosissima, no se encontraron estudios
cientificos que permitan conocer si presenta actividad antibacteriana, sin embargo se
considerd su uso etnobotanico y las actividades antibacterianas reportadas en otras
especies del mismo género.® Para la evaluacién antibacteriana se seleccioné la bacteria
anaerobia Porphyromonas gingivalis reconocida como una de las principales bacterias

1213 ademas de ser relacionada con

que lesionan los tejidos periodontales,
enfermedades sistémicas tales como inductora de lesiones coronarias,' en

neumonia,’® y preeclampsia.'®

En cuanto a la identificacion de compuestos dentro de los extractos del género
Krameria, se han documentado neolignanos, '"?° los cuales son de interés bioldgico ya

que algunos lignanos se asocian con actividad bactericida, fungicida y antitumoral.
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El reconocer la actividad in vitro con la bacteria de interés, asi como el fraccionamiento
del extracto de la raiz de K. ramosissima mediante cromatografia en columna para su
evaluacion especifica e identificacion de presencia de compuestos quimicos, ademas
de su analisis citotdéxico y mutagénico, permitiran contribuir con el conocimiento de esta
especie vegetal, considerando su viabilidad como agente antiinfeccioso de la cavidad

oral.

Material y métodos
Material biolégico

Se utilizé la cepa P. gingivalis (ATCC 53978) para la evaluacion antibacteriana y la cepa
Salmonella typhimurim TA100 requerida para la prueba de mutagenecidad, ambas
fueron proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Investigacion en Odontologia
Integral y Especialidades del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la
Salud de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon. La linea celular utilizada en la
evaluacion de citotoxicidad fue la ATCC CRL-7222 Hs 274.T correspondiente a
fibroblastos humanos, la cual fue provista por el Laboratorio de Biologia Molecular de la

Facultad de Ciencias Quimicas, de la misma Universidad.

Material vegetal

Las raices de K. ramosissima se obtuvieron en el municipio de Cadereyta, Nuevo Leon,
México en febrero de 2010. Una muestra de esta planta fue identificada, y se ha
resguardado en el Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, con el niUmero de registro: 25525.
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Preparacién del material vegetal y obtencion del extracto

El material vegetal fue lavado, las raices cortadas en tramos pequenos de 1 a 2 cm de
largo, y posteriormente sometidos a un horno a 40°C durante 48 h (Felisa® modelo FE-
295V). Una vez secas, las muestras fueron trituradas por separado en un molino

manual marca Victoria® y almacenadas en un recipiente seco.

Para la elaboraciéon del extracto, se pesaron 300 g de raices, se colocaron en un
Soxhlet, por 18 h con 500 ml de metanol (CTR Scientific®). El extracto se concentrd en
un evaporador rotatorio a baja temperatura (40-45 °C) y presion reducida (Yamato®,
modelo BM 100).2' El extracto resultante fue pesado y envasado en viales de vidrio
color ambar y refrigerados a 4°C hasta su uso. Para calcular el rendimiento se dividio el
peso del extracto obtenido entre el peso inicial del material vegetal y el resultado se
multiplica por 100, obteniendo asf el porcentaje de rendimiento.?

Obtencion de fracciones a través de cromatografia en columna

Del extracto metandlico resultante se utilizaron 4 g para incorporarse en una columna
cromatografica con 24.5 g de silica gel G tipo 60. Se pasaron a través de la columna
diferentes eluentes, el sistema inicial fue cloroformo, los subsecuentes consistieron en:
cloroformo-metanol 9.5:1, cloroformo-metanol 9:1, cloroformo-metanol 8.5:1.5,
cloroformo-metanol 8:2, cloroformo-metanol 7:3, cloroformo-metanol 6:4, cloroformo-

metanol 5:5, cloroformo-metanol 4.6, cloroformo-metanol 3:7 y finalmente metanol.

Las fracciones obtenidas fueron sometidas a un evaporador rotatorio a baja
temperatura (45 °C) y presion reducida (Yamato®, modelo BM 100) y agrupadas de
acuerdo a su perfil cromatografico en capa fina.
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Actividad antimicrobiana

Se utilizé el método de difusion en disco para evaluar la actividad antimicrobiana del
extracto y las fracciones obtenidas a través de la columna cromatografica (Tabla1).?
Para ello se utilizé la cepa de P. gingivalis ATCC 53978, la cual fue ajustada al tubo 5
de la escala de McFarland en (15 x 108 UFC/mL), se tomaron 100 pL de cada tubo con
el crecimiento bacteriano y se deposité en cajas Petri con agar Mueller Hinton con 5%
de sangre (BBL®), posteriormente se toman 10uL del extracto y las fracciones a
probar, para impregnarse en papel filtro estérii de Whatman No.1 (Whatman®
International LTD England). Se realizd por triplicado con las concentraciones 1000, 500
y 250 pg/mL, utilizando como solvente dimetil sulfoxido (DMSO, marca CTR® Scientific)
al 5% con agua bidestilada estéril; como controles se utilizaron agua bidestilada estéril
con DMSO al 5% como control negativo vy Clorhexidina al 0.12% (Consepsis-
Ultradent®) como control positivo.?* El procedimiento fue realizado dentro de una
camara de anaerobiosis marca Plas Labs® modelo 830-ABC, como una mezcla
anaerobia compuesta por 10/13 cmol/mol biéxido de carbono, 20/13 cmol/mol
hidrégeno y balance con nitrégeno, por Praxair®.2° Las placas se incubaron a 37 °C
durante 48 h. La actividad antimicrobiana de los extractos se determiné midiendo el

diametro de la zona de inhibicion expresado en mm.

Determinacién de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Se utilizé la técnica de microdilucién en placa de 96 pozos.?® Las concentraciones a
evaluar fueron 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50 ug/mL, también fueron incluidos
muestras blanco con medio tiogliolato enriquecido con vitamina k y hemina (BD®),
medio con inéculo y medio con controles antes mencionados. Nuevamente mediante
camara de anaerobiosis fue depositado el inéculo ajustado a la escala 0.5 de
McFarland (1.5 x 108 UFC/mL).Los ensayos fueron realizados por triplicado. La placa
fue incubada a 37°C durante 48 h. Después de este tiempo se midié la absorbancia
OD600 mediante el espectrofotémetro modelo SmartSpec Plus® marca Bio-Rad®. La

menor absorbancia entre las concentraciones probadas, después de restar la
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reconocida turbidez misma del extracto por su concentracion evaluada se considera

gue es la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Citotoxicidad mediante la técnica de rojo neutro con fibroblastos

La linea celular de fibroblastos humanos ATCC CRL-7222 Hs 274.T fue cultivada a una
temperatura de 37 °C, en una incubadora de humedad controlada con una atmdésfera de
95% de aire y 5% de CO, (SHE L LAB® modelo TC2323).

Las células fueron cultivadas en el medio DMEM High Glucosa 1X (Gibco®) y se
realizaron lavados con suero salino tamponado en fostatos (PBS, Gibco®); cada lavado
fue realizado en una campana de flujo laminar clase Il (marca LABCONCO®). Una vez
obtenido el crecimiento adecuado se tomaron 5 x 10° células para cada prueba y fueron
depositadas en placa de 24 pozos para leer su absorbancia a una longitud de onda de
560 nm utilizando un lector de placas marca Biorad® Modelo 550.

Se expusieron las sustancias a evaluar por 24 h, los controles fueron DMSO al 5%
(CTR Scientific®) y Clorhexidina al 0.12% (Consepsis-Ultradent®) luego se agregaron
100 pL de rojo neutro, se elimina mediante lavado con PBS el colorante no incorporado
y luego se midié la absorbancia nuevamente en el lector de placas.?’

Mutagenecidad mediante la prueba de Ames

Se activo la cepa de referencia Salmonella typhimurim TA100 contenida en el Kit Muta-
Chromo Plate® con el medio de crecimiento incluido en el sistema del kit; se incub6 a
37°C por 18 h. Se disolvieron 100 mg de las fracciones y el extracto a evaluar con 0.5
mL de DMSO y agua destilada estéril hasta llegar a un volumen de 17.5 mL;
posteriormente se filtraron por una membrana de 0.22 ym para su esterilizacion en frio.
El mutageno estandar contenido en el sistema fue el NaN3; a una concentracién de
0.5ug /100 uL. Se utilizaron placas de 96 pozos considerando una placa blanco (prueba

de esterilidad), una placa como control negativo, una para control positivo donde se
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utilizé azida de sodio (NaNs), una placa para cada una las fracciones con mayor
actividad antibacteriana y otra para el extracto metandlico de K. ramosissima. Se
contabilizaron los pozos positivos (con coloracion amarilla) en las ocho placas

evaluadas en los dias 3,4,5,6y7.2®

Analisis espectroscdpico

Se analizaron las fracciones con mayor actividad utilizando el equipo Nano UPLC- MS
cuadupolo TOF instrumento de Waters Mod. nanoAcquity® y MS Mod QTOF premier,
Software MassLynx version 4.1, los resultados obtenidos fueron comparados con los

descritos para las especies de Krameria reportadas.’”?°

Andlisis estadistico

En la evaluacion antimicrobiana de difusién en disco, los datos fueron expresados con
media * desviacién estandar (DE) de ensayos independientes con 3 repeticiones. Las
comparaciones de las medias del efecto de inhibicién de la concentracion del extracto
sobre P. gingivalis se hicieron mediante la prueba de t-Student, considerando el
antiséptico de referencia la Clorhexidina al 0.12%. En los ensayos de inhibicién de
crecimiento se utiliz6 un modelo bivariado de regresion lineal para el extracto y la
bacteria de estudio, considerando la dosis inhibitoria. Se utilizé el paquete estadistico
Mega Stat® 2007, considerando como diferencia estadisticamente significativa p<0.05.
Para la evaluacion de mutagenecidad, se utilizd el software provisto por el fabricante, el
cual consiste en un macro a través del programa Excel® donde emite una grafica y

dictamen a partir de la captura de los pozos positivos en los dias de evaluacion.

96



Resultados y discusion

La planta utilizada en este estudio fue seleccionada por su uso en la medicina
tradicional para el tratamiento de enfermedades gingivales, asumiendo actividades
antibacterianas. Los resultados obtenidos aportan evidencia que la bacteria P. gingivalis
es sensible para el extracto metandlico de K. ramosissima, de manera similar los
estudios reportados para molécula aislada dihidroxibenzofurano (DHBF) obtenida de K.
lappacea por lo que se comprueba este solvente como adecuado para la extraccion de

sustancias con actividad antimicrobiana. 2°

Se obtuvo un rendimiento del extracto metandlico de raiz de K. ramosissima de 32%;
en la evaluacién de difusiébn en disco, los halos de inhibicién obtenidos sobre P.
gingivalis fueron significativos en relaciéon con los controles observados (P<0.05). Las
fracciones que resultaron con mayor inhibicién fueron la 7 y 9, se detalla el sistema de
extraccion con el que se obtuvo cada fraccidn y los halos de inhibicion obtenidos en la
Tabla 1. En todas las fracciones se presenté actividad inhibitoria (inhibicién > 8 mm).?®
Al comparar las medias del efecto de inhibicion con el control positivo empleando la
prueba t-Student se obtuvo un resultado P< 0.05, lo cual se considera significativo.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) requerida para inhibir el crecimiento de P.
gingivalis fue de 300 pg/mL en las fracciones de mayor actividad. No se encontrd

crecimiento microbiano en las muestras control.

Las fracciones 7 y 9, fueron analizadas con métodos espectroscépicos, obteniendo de
la fraccion 7 un compuesto cuyo espectro MALDI-TOF MS muestra una sefial del ion
molecular m/z a 315 [M+H]" y el pico base a m/z 163 [Glucosa + H]", en estudios
anteriores del género Krameria, se encontrd en K. cystisoides entre otros neolignanos,
el compuesto 5-(4-hidroxifenil-3-metoxifenil)-3,4-dimetil-tetrahidrofurano,’® con peso
molecular 314, en el presente estudio se localiz6 este compuesto solo que el pico base
a m/z 163 nos sugiere que esta glicosilado por lo que se sugiere que su férmula puede

ser la presentada en la figura 1.
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De la fraccién 9 se obtuvo un compuesto cuyo pico en el espectro MALDI-TOF MS fue
m/z 297 [M+H]+ por lo que su peso molecular es 296, en los estudios sobre
neolignanos de Krameraceas, reportaron el neolignano de K. tomentosa'’, 2-(2',4'-
dihidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano) con estructura parecida a la obtenida en este
trabajo y en K. ramosissima®® se encontraron varios neolignanos entre ellos un
compuesto con peso molecular 296 2-(2,6-dihidroxi-4-metoxifenil-5-
propenilbenzofurano) que concuerda con el encontrado en este estudio y cuya férmula
podria ser la ilustrada en la figura 2.

La viabilidad celular de los fibroblastos mediante el método de rojo neutro dio los
siguientes resultados: el extracto metandlico y las fracciones 7 y 9 a la dosis de 300
ug/mL no mostraron dafo celular segun la lectura de la placa (Figura 3). En la prueba
de Ames, los resultados de acuerdo a las lecturas de los dias 3 al 7 mostraron que las
fracciones 7, 9 y el extracto metandlico de K. ramosissima estan por debajo del control
positivo (Figura 4). La citotoxicidad de K. ramosissima fue reportada con linea de
celular de hepatoma humano (Huh7) utilizando el extracto hidroalcohdlico de la parte
aérea de la planta; sin embargo en el caso del presente estudio se utilizé la raiz para la
elaboracion del extracto, y las células expuestas fueron fibroblastos humanos, en
ambos casos el resultado no fue citotéxico frente a las células.®® Es importante resaltar,
que al igual que lo referido por diferentes estudios consultados la clorhexidina que fue
la sustancia utilizada como control positivo antibacteriano, mostré dafo celular sobre

fibroblastos humanos, no asi las fracciones y extracto analizado. '+

El efecto mutagénico de K. ramosissima mediante la prueba de Ames no fue
encontrado en la busqueda bibliografica como referente especifico. Se reporta un
trabajo de la evaluacién de 20 plantas entre ellas K. lappacea, para la cual realizaron la
prueba de mutagenecidad mediante el ensayo con E. coli WP2 encontrando que no

hay actividad mutagénica.®® En ambos casos, el resultado es que no es mutagénica.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se considera que el extracto metandlico de
Krameria ramosissima tiene actividad antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis
(ATCC 53978), asi como las fracciones 7 y 9, las cuales mostraron mayor actividad
que el extracto. Estos datos infieren que es congruente el uso de esta planta que tiene
la comunidad del norte de México para el manejo de la enfermedad periodontal. Los
neolignanos presentes en las fracciones evaluadas, tienen por tanto participacién
dentro la actividad reportada, sin embargo aunque ya han sido reportados en esta y
otras especies de Krameria se requieren mas estudios para determinar su identificacion
completa. La informacion obtenida de los ensayos de citotoxicidad y mutagenecidad
permiten configurar las sustancias evaluadas como seguras para la realizacion de mas
estudios, colocandolas en ventaja sobre la clorhexidina, que ha presentado reportes de
citotoxicidad y es actualmente la principal sustancia de uso local para el manejo de

bacterias periodontopatdgenas.
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Tabla 1: Actividad in vitro del extracto metandlico y fracciones obtenidas de Krameria
ramosissima contra Porphyromonas gingivalis

Diametro de inhibicién (mm)*

Compuestos 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
Extracto 11.5040.58 10.7540.96 11.00+1.00
metandlico
Fraccion 1 5.88+1.08 9.67+0.61 9.45+0.51
Fraccion 2 11.63+0.75 11.78+1.07 10.29+0.91
Fraccion 3 10.68+1.04 10.55+0.68 10.66+0.78
Fraccion 4 10.61+1.11 9.91+1.34 9.48+1.25
Fraccion 5 12.88+0.85 10.83+1.04 11.18+0.95
Fraccion 6 21.50+1.29 14.11+0.78 14.14+0.95
Fraccion 7 22.00+1.41 19.70+1.52 20.41+0.65
Fraccion 8 12.75+1.50 10.85+1.80 11.47+1.59
Fraccion 9 18.38+1.38 16.64+1.31 17.1541.00
Fraccion 10 12.75+0.96 12.70+1.31 12.52+1.55
Fraccion 11 12.08+0.83 13.00+1.41 13.67+0.58
Fraccion 12 11.25+1.50 14.25+0.96 14.001.00
Fraccion 13 17.65+0.47 17.75+0.50 17.67+0.58
Fraccion 14 13.00+0.82 11.25+0.96 11.67+0.58
Control positivo
(Clorhexidina 17.50+1.29 17.90+1.21 17.53+1.03
0.12%)
Control
negativo 7.81+1.29 5.25+0.30 5.15+0.20
(DMSO 5%)

*Valores expresados en promedio + DE (Desviacién estandar) (n=3)

Sistemas utilizados por fracciones: Fraccion 1= cloroformo, Fraccion 2= cloroformo-metanol 9.5:1, Fraccién 3=
cloroformo-metanol 9.5:1 y cloroformo-metanol 8:2, Fraccion 4= cloroformo-metanol 9.5:1, Fraccién 5= cloroformo-

metanol 8.5:1.5, Fraccién 6= cloroformo-metanol 8:2, Fraccidon 7= cloroformo-metanol 7:3,

Fraccion 8=

cloroformo-

metanol 7:3 y cloroformo-metanol 6:4, Fracciéon 9= cloroformo-metanol 6:4, Fraccién 10= cloroformo-metanol 1:1,
cloroformo-metanol 3:7,

Fraccion 11= cloroformo-metanol 4:6, Fraccion 12= cloroformo-metanol 4:6, Fraccién 13=

Fraccion 14= metanol.
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Figura 1: Férmula asociada al compuesto 5-(4-hidroxifenil-3-metoxifenil)-3,4-dimetil-
tetrahidrofurano (glicosilado) presente en la Fraccion 7 (del extracto metanélico de K.
ramosissima.
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Figura 2: Formula asociada al compuesto 2-(2,6-dihidroxi-4-metoxifenil-5-
propenilbenzofurano presente en la Fraccibn 9 del extracto metandlico de K.
ramosissima.
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Figura 3. Viabilidad celular en fibroblastos mediante la exposicion del extracto y
fracciones de Krameria ramosissima
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Figura 4: Mutagenecidad para el extracto metandlico y fracciones de Krameria
ramosissima
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