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RESUMEN

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en
desarrollo y en la literatura se han reportado cerca de 500,000 especies vegetales en el
mundo de las cuales un porcentaje del 10% son empleadas con fines medicinales; y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que més del 80% de la poblacién
mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades
de atencién primaria de salud. Asi mismo a partir de los afios 507s, la Organizacién
Mundial de la Salud se interesé por primera vez en evaluar a la enfermedad periodontal.
Y en México, en el 2011 la prevalencia de la periodontitis era del 67.2% en adultos de
40-49 anos y del 90% entre los de 69-90. La destruccién periodontal se incrementa por
factores locales como el célculo dental. En este trabajo se evalué la accion
antimicrobiana sobre patdgenos bucales, la actividad antiinflamatoria y citotoxica, se
determiné el porcentaje de disolucion del cdlculo dental in vitro, asi como su anélisis
con microscopia electrénica y a través de la difraccién de rayos X (DRX), también se
identific6 parcialmente la presencia de compuestos quimicos de los extractos
metanodlicos Eriogonum ciliatum, y Scopulophila parryi, Psacalium decompositum para
realizar con ellos un formulado que coadyuve al tratamiento de la enfermedad
periodontal. De los extractos en estudio el de mayor rendimiento fue S. parryi 19.45%,
de los metabolitos secundarios identificados en los extractos con actividad destaca la
presencia de las sesquiterpenlactonas y cumarinas, los cuales pueden ser los
responsables de la actividad antimicrobiana, asi como los esteroles que le confieren la
actividad antiinflamatoria. El extracto metanélico de P. decompositum logra la
disolucion del célculo dental hasta en el 39%, lo cual puede justificar la imagen de
microscopio electronico a 20,000 magnificaciones donde la superficie del célculo tratado
se observa una superficie cristalina muy porosa y una matriz desorganizada; con
patrones de difracciéon de rayos X (DRX) con desmineralizacion del cdlculo dental
tratado con éste extracto; ademds este extracto presentd menos toxicidad sobre la linea
celular normal VERO vy la linea celular Detroit 551 (fibroblastos de piel) con una DLs
de 77,30 pg/mL y 150,58 pg/mL respectivamente. Destaca que ambos extractos logran
de manera significativa reducir la expresion de las citocinas IL-1p, IL-6 y IL-8 en la

menor concentracion evaluada.



ABSTRACT

Plants are a valuable resource in the health systems of developing countries and in the
literature there have been reported about 500,000 plant species in the world of which a
percentage of 10% are used for medicinal purposes; And the World Health Organization
(WHO) has estimated that more than 80% of the world's population routinely uses
traditional medicine to meet their primary health care needs. Also from the 50's, the
World Health Organization was first interested in assessing periodontal disease. And in
Mexico, in 2011 the prevalence of periodontitis was 67.2% in adults aged 40-49 years
and 90% in those aged 69-90. Periodontal destruction is increased by local factors such
as dental calculus. In this work we evaluated the antimicrobial action on oral pathogens,
the antiinflammatory and cytotoxic activity, the percentage of dissolution of the dental
calculus in vitro, as well as its analysis with electron microscopy and through X-ray
diffraction (XRD) The presence of chemical compounds from the methanolic extracts
Eriogonum ciliatum, and Scopulophila parryi, Psacalium decompositum, were also
partially identified to produce a formulation that contributes to the treatment of
periodontal disease. Of the extracts under study the highest yield was S. parryi 19.45%,
of the secondary metabolites identified in extracts with activity highlights the presence
of sesquiterpenlactones and coumarins, which may be responsible for antimicrobial
activity, as well as sterols which confer anti-inflammatory activity. The methanolic
extract of P. decompositum achieves dissolution of the dental calculus up to 39%, which
can justify the electron microscope image at 20,000 magnifications where the surface of
the treated calculation shows a very porous crystalline surface and a disorganized
matrix; With X-ray diffraction patterns (XRD) with demineralization of the dental
calculus treated with this extract; in addition, this extract showed less toxicity on the
normal VERO cell line and the Detroit 551 cell line (skin fibroblasts) with an LD50 of
77.30 ng / mL and 150.58 pg / mL respectively. It is noteworthy that both extracts
significantly reduce the expression of IL-1B, IL-6 and IL-8 cytokines at the lowest

concentration evaluated.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades bucales constituyen un problema general de salud publica, para la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la salud bucodental puede definirse como la
ausencia de dolor orofacial crénico, cdncer de boca o garganta, llagas bucales, defectos
congénitos como paladar hendido, enfermedades periodontales (de las encias), caries
dental y perdida de dientes, entre otras enfermedades y trastornos que afectan a la boca y

la cavidad bucal (OMS, 2007).

Las periodontopatias, por su magnitud y trascendencia, representan uno de los
principales problemas de salud bucal, las cuales se caracterizan por producir inflamacién
y destruccion de los tejidos de soporte de los dientes y en la etapa final de ellas

ocasionando la movilidad y pérdida de las piezas afectadas (Medina et al., 2006).

La presencia del cdlculo estd invariablemente asociada a la enfermedad periodontal, el
cual puede ejercer un efecto perjudicial sobre los tejidos blandos del periodonto a causa
de su superficie dspera, lo que permite que actie como un punto de retencién para la
placa y cuando se tienen grandes cantidades de cédlculo pueden obstaculizar la eficacia
de la higiene bucal y por lo tanto acelerar la formacion de célculo. Ademds de que el
depdsito calcificado puede contener productos téxicos para los tejidos blandos, que
pueden persistir en el cdlculo desde el periodo previo a su calcificaciéon o puede penetrar
en su superficie porosa desde la capa de placa suprayacente. Es por esto que la presencia
del calculo es considerado como un factor de riesgo importante en el avance de la
perdida de la insercién epitelial, la cual se refiere a la distancia de la unién cemento
esmalte (UCE) al fondo del surco gingival o fondo de la bolsa periodontal; esto es
determinado por las medidas realizadas con sondas periodontales calibradas, delgadas,

milimetradas con un didmetro de 0.5 mm en su punta, su indice excluye a la gingivitis

(Rojo et al., 2011).

Ademas estas calcificaciones solidas estan formadas por contenido inorganico de 75.9%
de fosfato de calcio, Casz (POy),; 3.1% de carbonato de calcio, CaCOs, residuos de
fosfato de magnesio, Mgs (POy), y otros minerales. Y por su contenido organico, que

consiste en una mezcla de complejos proteina-polisacdridos, células epiteliales



descamadas, leucocitos, microorganismos tales como: bacterias, hongos y flora normal
de la cavidad bucal. Los microorganismos encontrados con més frecuencia de acuerdo al
estudio realizado en el Hospital UNIVALLE en Cochabamba- Bolivia, fueron:
Streptococcus viridans, Porphyromona gingivalis, Agregatibacter

actinomycetemcomitans, Candida sp. (Flores et al., 2011).

En México, la enfermedad periodontal estd situada como de alta prevalencia y se puede
observar en etapas iniciales del individuo, pero principalmente en adultos entre 40-49
afios en un 67.2% y en un 90% en aquellos con una edad de entre 60-90 afios. Los
estudios demuestran que la prevalencia y la severidad de la periodontitis del adulto
aumenta no con la edad de la persona sino por el efecto acumulado de la destruccién
periodontal ocasionado por factores irritativos locales tales como la placa

dentobacteriana y el calculo dental (Rojo et al., 2011).

Por lo antes mencionado y debido a que la tinica opcién de tratamiento para remover el
célculo de la superficie dental es a través de medios mecdnicos y/o por medio de
aparatos como el ultrasonido manejado por el odontélogo; en este estudio se pretende
encontrar otra opcién para removerlo. Algunas plantas de la medicina tradicional
presentan propiedades para disolver estas calcificaciones por tal motivo es de gran
relevancia realizar la evaluacién de las propiedades bioldgicas de los extractos del
Eriogonum ciliatum, Scopulophila parryi y Psacalium decompositum; lo cual permitird
determinar cudl de ellos puede emplearse como una alternativa para su disolucion, asi
como la accién antimicrobiana, antiinflamatoria y citotéxica; como parte de la terapia

periodontal o gingival para mejorar la recuperacion de los tejidos afectados.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedad Periodontal

A partir de los anos 507s, la Organizacion Mundial de la Salud se interes6 por primera
vez en evaluar a la enfermedad periodontal en el Lejano Oriente, para clasificarla como
buena, regular o mala, por lo que fue necesario establecer indices periodontales; pero no
fue sino hasta 1986 que Carlos y col. desarrollaron el indice de Severidad y Extension

(ISE), que se enfoca a la pérdida del nivel de insercion epitelial (Rojo et al., 2011).

La periodontitis se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte también causada por microorganismos especificos que ocasionan la destruccién
progresiva del ligamento periodontal y del hueso alveolar con la formacién de bolsas,
recesion o ambas caracteristicas (Carranza y Newman, 2004 a; Botero y Bedoya,2010)
En estudios de las enfermedades gingivales, la gingivitis es la forma mads frecuente
relacionada con la formacién de placa dental con o sin pérdida de la insercién gingival,
asi como la interaccidon de los microorganismos que se hallan en la biopelicula de la

placa dental y los tejidos y células inflamatorias del huésped.

En decenios recientes, el conocimiento de la causa de los padecimientos periodontales
experimentd avances notables. A mediados del siglo XX se creia que todas las especies
bacterianas halladas en la placa dental poseian igual capacidad de causar enfermedad.
Asimismo, se daba por un hecho que la periodontitis era el resultado de la exposicién
acumulada a la placa dental y la relacion de especies bacterianas especificas con el
trastorno se establecio a principios de la década de 1960, al encontrar a través de
exdmenes microscopicos distintos morfotipos bacterianos en sitios periodontales sanos
comparados con otros dafiados. En 1970 se desarrollaron técnicas para aislar, cultivar e
identificar los microorganismos periodontales, lo cual contribuyd a tener una mejor
taxonomia bacteriana y delimitar los grupos especificos de gérmenes presentes en las
alteraciones periodontales, siendo algunos de ellos: Campylobacter rectus,
Porphyromona endodontalis, Porphyromona gingivalis, Prevotella denticola, Prevotella

intermedia, Prevotella loescheii, Prevotella melaninogenica, y las nuevas especies:



Campylobacter showae, Prevotella nigrescens, Prevotella pallens, Treponema
amylovorum, Treponema lecithinolyticum, Treponema maltophilum, Treponema
médium. Asi en 1990, con la aplicaciéon de técnicas moleculares se mejord el
reconocimiento de una diversidad mayor de especies de microorganismos en el medio
periodontal que la ya identificada hasta entonces y a medida que se avanzd en el
conocimiento de la ecologia microbiana periodontal y también en la etiologia de las
enfermedades (Wiebe y Putrins, 2000). En el estudio Revisiéon de la periodontitis
crénica: Evoluciéon y su aplicacién, describe a la enfermedad periodontal como un
proceso infeccioso de la encia y del aparato de insercion adyacente, producido por
diversos microorganismos que colonizan el drea supra y subgingival, desde el punto de
vista histolégico, las caracteristicas que se encuentran son bolsas periodontales,
localizacion de la union epitelial apical a la linea amelocementaria, una pérdida de fibras
coldgenas, una elevada concentracién de leucocitos polimorfonucleares en la unién y
bolsa epitelial, y una migraciéon del infiltrado celular inflamatorio hacia el tejido
conectivo. A lo largo de los afios se han realizado varias clasificaciones de la
enfermedad, cabe destacar la de Page y Schroeder en 1985, en la que describieron en su
libro de “Periodontitis in man and other animals” los diferentes tipos de periodontitis. En
1989 se retinen un grupo de especialistas y tomando como referencia la de Page y
Schroeder; y a través del World Workshop se le da el nombre de periodontitis del adulto,
la cual se caracteriza por presentarse en personas de 35 afios o mas, de progresion lenta,
reabsorcidn dsea horizontal, ausencia etioldgica sistémica, en 1993 unos afios mads tarde
en Europa, la periodontitis del adulto esta descrita como un factor primario y se
describen factores secundarios como son la distribucién en la denticién, ritmo de
progresion, respuesta microbiologica y hasta 1999 se sustituye por el nombre de
periodontitis crénica, ya que la evidencia epidemioldgica hasta el momento habia puesto
de manifiesto la afectacién en individuos de cualquier grupo de edad, incluso en
denticién primaria y, a pesar de su ritmo lento de progresion, algunos individuos
presentaban periodos cortos de exacerbacion (Escudero et al., 2008). El entendimiento
de la enfermedad periodontal estd cambiando continuamente en la medida que surge
nueva evidencia, por consiguiente la clasificacion de le enfermedad periodontal actual

presentada por Genco & Williams, en el 2011 se basa en los resultados del taller



organizado por la Academia Americana de Periodoncia (AAP) en 1999, la cual incluye

ocho tipos generales:

1. Gingivitis

2. Periodontitis crénica

3. Periodontitis agresiva

4. Periodontitis como una manifestacion de enfermedades sistémicas

5. Enfermedades periodontales necrosantes

6. Abscesos del periodonto

7. Periodontitis asociadas con lesiones endododnticas

8. Deformidades y condiciones del desarrollo o adquiridas (Genco and Williams,
2011).

2.1.1. Placa dental

La placa dental es un depdsito blando que forma una biopelicula adherida a la
superficie dentaria u otras superficies duras de la boca del huésped; en un principio se
forma por interaccién bacteriana con el diente y luego mediante uniones fisicas y
fisiologicas entre especies diferentes en la masa microbiana. Se diferencia de otros
depdsitos que se encuentran en la superficie dental como son la materia alba y el cdlculo
dental, siendo la primera una acumulacion blanda de bacterias y células histicas que
carecen de la estructura organizada de la placa dental y se desprende facilmente con un
chorro de agua. La placa, se clasifica como supragingival, si se localiza en el margen
gingival o por encima de éste, si estd en contacto directo con el margen gingival se le
denomina marginal y subgingival, cuando se encuentra por debajo del margen gingival,

es decir entre el diente y el tejido del surco gingival (Carranza y Newman, 2004 b).



2.1.2. Calculo dental

El célculo dental es un depdsito sélido que se forma por mineralizaciones de la placa
dental, por lo general estd cubierto por una capa de placa sin mineralizar, se forma sobre
las superficies de los dientes naturales y las prétesis dentales y al igual que la placa se
clasifica como supragingival y subgingival segin su relacion con el margen gingival. El
célculo supragingival es coronal al margen de la encia y puede apreciarse en la cavidad
bucal, por lo general es de color blanco o amarillo blanquecino, posee consistencia dura,
arcillosa, y se desprende sin dificultad de la superficie dentaria; los dos lugares que con
mads frecuencia se localiza son las caras vestibulares de los molares superiores y las caras
linguales de los dientes anteriores inferiores. Y el cdlculo subgingival, se encuentra por
debajo de la cresta de la encia marginal, por lo que en la exploracién clinica no es
visible, suele ser duro y denso, de color pardo oscuro o negro verdoso, unido con
firmeza a la superficie en la mayoria de los casos el calculo supragingival y subgingival

se presentan juntos, pero uno puede estar sin el otro (Diaz, 2011).

Se ha demostrado la alta prevalencia global de cédlculo de 91.8% de personas con una
extension de 50.3% de dientes por persona (NHANE III), donde se evaluaron 9,689
adultos en los Estados Unidos entre 1988 y 1994, donde los varones tenian mads

prevalencia que las mujeres y mayor extension del total de calculos (Garza, 2009).

La composiciéon del célculo dental es principalmente inorganica, en donde el calculo
supragingival se compone de elementos inorganicos (70 a 90%) y organicos. La porcion
inorgdnica estd formada por 75.9% de fosfato de calcio, Cas (POu); 3.1% de carbonato
de calcio, CaCOs3, y rastros de fosfato de magnesio, Mg3;(PO,), y otros minerales. El
porcentaje de los componentes organicos en el cdlculo es similar al de otros tejidos

calcificados del cuerpo.

Por lo menos dos tercios del componente inorgdnico poseen estructura cristalina. Las

principales formas son aproximadamente:
. Hidroxiapatita: 58%

. Whitlockita de magnesio:  21%



. Fosfato octacalcico: 12%

. Brushita: 9%

Frecuentemente en una muestra de célculo se encuentran dos o mas formas de cristales,
la hidroxiapatita y el fosfato octacélcico de un 97 a 100% dentro de la composicion del
célculo supragingival. La brushita es mas frecuente en la regiéon mandibular anterior y la
whitlockita de magnesio, en las zonas posteriores. La incidencia de las cuatro formas de

cristales depende de la antigiiedad del depdsito.

El componente orgénico del cdlculo dental, consiste en una mezcla de complejos
proteina-polisacdridos, células epiteliales descamadas, leucocitos y varios tipos de
microorganismos. Entre 1.9 y 9.1% son carbohidratos, el cual consta de galactosa,
glucosa, ramnosa, manosa, acido glucurénico, galactosamina y en ocasiones de
arabinosa, 4cido galacturonico y glucosamina. Estos componentes se encuentran en la
glucoproteina salival, excepto la arabinosa y la ramnosa. Las proteinas de la saliva
constituyen del 5.9 a 8.2% de la composicion orgdnica del cdlculo e incluyen la mayor
parte de los aminoacidos. Los lipidos constituyen 0.2% en la forma de grasa neutra,
acidos grasos libres, colesterol, ésteres de colesterol y fosfolipidos. La composicion del
calculo subgingival es similar a la del supragingival, con las siguientes variantes el
contenido de hidroxiapatita es el mismo, pero el de whitlockita de magnesio es mayor y
menor de brushita y fosfato octacélcico. El fosfato de calcio es mayor por debajo de la
encia y el contenido de sodio aumenta con la profundidad de la bolsa periodontal

(Carranza y Newman, 2004c)

2.1.3. Microorganismos mas frecuentes en el calculo dental

El céalculo dental se relaciona con la presencia de bacterias, hongos y flora normal de la
cavidad bucal, ademds de otros microorganismos patégenos orales. Los

microorganismos encontrados con mds frecuencia en el estudio realizado en el Hospital



UNIVALLE en Cochabamba- Bolivia, fueron: Streptococcus viridans, Porphyromona

gingivalis, Agregatibacter actinomycetemcomitans, Candida sp (Flores et al., 2011).

Los microorganismos periodontales patégenos no actdan aisladamente y la interaccién
entre especies patogénicas y benéficas afectan a la progresién de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento (Negroni, 2009). En el estudio Complejos microbianos en la
placa subgingival, reportado en 1998 por Socransky y colaboradores se describe por
primera vez los cinco complejos microbianos: el rojo, estd formado por Porphyromona
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola; (Socransky et al., 1998; Farias y
Souza, 2012) el naranja, tiene un nucleo central bastante estable, formado por P.
intermedia, P. nigrescens, P. micros, F. nucleatum y Fusobacterium periodonticum y
bacterias asociadas a ellas, como Eubacterium nodatum, C. rectus, Streptococcus
constellatus, Campylobacter gracilis y otros campilobacter, los que estdn estrechamente
asociadas con el grupo anterior. Grupo amarillo se encuentran en el nucleo
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis 'y S. sanguis y otro nucleo en el que se
incluyen a Streptococcus intermedius y otras especies de estreptococos. El grupo verde
con E. corrodens, Capnocytophaga spp., Campylobacter concisus y Agregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo a. El grupo purpura, sélo incluye a la Veillonela
pdrvula y Actinomyces odontolyticus, muy asociados entre si y microorganismos sin un
grupo que incluye especies sin asociaciones claras son Agregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo b, A. naeslundii, S. noxia y Campylobacter showae
(Liebana, 2002). De estos microorganismos los relacionados con el surco gingival sano
pasarian a formar la placa subgingival adherida al diente siendo estos microorganismos
los primeros colonizadores que son los del grupo amarillo y purpura, posteriormente
llegan los del grupo verde y luego los del grupo naranja que actian como puente para el
acceso del grupo rojo. Los colonizadores del complejo naranja y rojo son prevalentes en
etapas avanzadas. Las diferencias entre salud y enfermedad se basan en el predominio de
los complejos rojo y naranja que son prevalentes en la biopelicula subgingival asociada a

la gingivitis y periodontitis (Negroni, 2009; Carranza y Newman, 2004b.



2.2. Plantas

En la literatura se han reportado cerca de 500,000 especies vegetales en el mundo de las
cuales un porcentaje del 10% son empleadas con fines medicinales (Rodriguez, 2015);
las plantas verdes son esenciales en la vida de hombre y de los animales, debido a que
convierten la energia solar en compuestos de carbono que a su vez producen otros
alimentos importantes (Valencia, 1995). Todos los pueblos primitivos han adquirido
informacion sobre las propiedades medicinales de gran nimero de plantas propias de su
ambiente. Asi en la Biblia estdn descritas unas 200 plantas medicinales y sus
aplicaciones. El papiro de Ebers, escrito hace aproximadamente 3500 afios, contiene
descripciones de enfermedades e indicaciones para tratarlas con plantas entre las que se
han identificado la Scilla maritima, empleada con el mismo fin 1000 afios después, por
Hipdcrates quien, ademds conocia los usos del ajenjo, cicuta, belefio, ruibarbo y
manzanilla. En el afio 372 a. C., Teofrasto, discipulo de Aristételes, escribid 10 libros
sobre la historia de las plantas y otros ochos sobre las causas de las plantas, en los que
menciona los usos de la canela, el cornezuelo de centeno, el apio y el helecho. En el afio
77 a.C., Dioscorides escribié De materia médica, en la que menciona todas las plantas y
medicinas conocidas por los griegos. Esta fue considerada por 15 siglos la obra cumbre
en botdnica y farmacéutica. Los conocimientos sobre las plantas de América fueron
transmitidos por los aborigenes a misioneros y viajeros espafioles, quienes los
inmortalizaron en diversas obras como las de Gonzalo Ferndndez de Oviedo, Sumario de
la natural historia de las Indias e Islas y tierra firme del mar océano, publicado en 1535.
En estas obras aparece la descripcion de muchas plantas medicinales, entre ellas el
achiote, guaco, tabaco y cacao. De 1570 a 1577 el protomédico del Rey Felipe II, don
Francisco Herndndez, recorre México y sus observaciones forman una obra de la que
sOlo se pudo publicar una parte con el titulo de Historia Plantarum Novae Hispaniae, la
cual ha sido reeditada en espafiol por la Imprenta Universitaria de la Universidad

Auténoma de México (Hauad, 2010).

En la antigiiedad mitica, tres grandes temas evocan la existencia de un lugar feliz, en el
que las plantas constituyen la esencia de esa felicidad: Edad de Oro, Campos Eliseos e

Islas Afortunadas. En los umbrales de la historia griega no se conocia el jardin como un



lugar de reposo y recreo. Incluso entre las clases mads ricas, la familia s6lo cultivaba un
huerto, mds o menos extenso, en torno a su vivienda. Los antiguos escritores griegos
relacionaban la horticultura con la agricultura. Poco a poco, la civilizacién y la
influencia extranjera fueron desarrollando entre los griegos el gusto por el lujo y el
deseo de buscar en la residencia en el campo una tregua a la vida ajetreada de la ciudad.
En el s. v a.C,, el cultivo de las flores, junto con el de las frutas, hortalizas y legumbres,

logro ocupar un lugar importante en la vida griega (Segura y Torres, 2009).

La botdnica es la ciencia, parte de la biologia, que estudia lo referente a los vegetales.
Esta constituye un estudio integral de las formas de vida, fisiologia, evolucién, ecologia
y distribucién de este grupo. La botdnica ha existido desde la antigiiedad y ha pasado de
ser un simple conocimiento empirico a ser una ciencia. Desde tiempos histdricos el ser
humano ha dependido de los vegetales en gran medida y por ello se ha evocado a su
estudio. Estos son los organismos productores primarios, base de la cadena tréfica, por
ello, las plantas son tanto alimento directo como indirecto para el hombre, puesto que
son también el alimento de diversos animales, de los que también éste se alimenta. Una
de las teorias mds modernas y aceptadas acerca del origen de la vida plantea que
inicialmente la Tierra era un conjunto de elementos quimicos inorgdnicos en constante
transicion por medio de diversas reacciones, y gracias a las descargas eléctricas
atmosféricas se fueron formando moléculas cada vez mas complejas, las que a su vez
dieron origen a compuestos organicos y estos posteriormente a los primeros seres vivos.
Hace 2.000 millones de afos, los seres vivos han dominado todos los ambientes
anaerdbicos. Los organismos presentes en estos sistemas fueron heterétrofos, y gracias a
la simplicidad de su organizacién (procariotas) y su diversidad metabdlica consiguieron

alimentarse de materia quimica, orgdnica e inorganica.

El estudio mds detallado del Reino Plantae llevé a dividir el gran conjunto de individuos
que abarca este término en dos partes: plantas inferiores y plantas superiores. Sin
embargo, los términos superior e inferior no son correctos para denominar a estos grupos
de plantas porque ambos poseen caracteristicas propias y un desarrollo individual, estos
términos fueron remplazados por plantas vasculares y no vasculares respectivamente y

haciendo alusién a la caracteristica de presentar o no un sistema interno de transporte.

10



Usualmente se incluyen a los hongos y protistas afines en las plantas no vasculares para
fines practicos. La botdnica comprende tres ramas fundamentales: la sistemadtica, que es
tedrica y descriptiva y se encarga de los estudios de la taxonomia, clasificacién y en
cierta medida de la genética; la econdmica, es de naturaleza préctica, es decir estd
dirigida a obtener beneficios a través de las ciencias como la farmacologia, fitoquimica
y la etnobotdnica, entre otras; la ecoldgica, es aquella que integra las dos anteriores y
comprende especialidades como la geoboténica, la botdnica marina y la fisiologia, es
decir se encarga de establecer las relaciones del mundo vegetal (a nivel de poblaciones y
comunidades) con el entorno y asi explicar las relaciones que existen ente los
organismos vivos con los factores abidticos. Segin Engler (1964), en la Tierra se
distinguen siete reinos florales, identificados con nimeros romanos y el nombre de una
caracteristica o lugar representativo, asi tenemos los siguientes Reinos: Holodrtico (I),
Paleotropical (IT), Neotropical (III), del Cabo Esperanza o Capense (IV), Australiano V),
Antértico (IV) y floral de los océanos (VII); de todos ellos el que incluye al sur de
Meéxico, Centroamérica y la mayor parte de Sudamérica es el Neotropical (III), existen
pocas familias endémicas pero presenta una riqueza floristica. Las familias mas
caracteristicas son: Tropaeolaceae, Malpighiaceae, Vochysiaceae, Marcgraviaceae,
Quiinaceae, Tovariaceae, Bixaceae, Turneraceae, Loasaceae, Cactaceae, Onagraceae,
Melastomataceae, Myrtaceae, Solanaceae, Cyclanthacea, Raceae, Rapateaceae,
Triocaulaceae, Agavaceae, Bromeliaceae, Tannaceae, Caryocaraceae, Brunelliaceae,

Cryllaceae, Polygonaceae, entre otras (Fontdrbel et at., 2007).

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en
desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de
plantas medicinales, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas
del 80% de la poblaciéon mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para
satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos
(Loraine y Mendoza, 2010). De acuerdo a la OMS (1979) una planta medicinal es
definida como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de

precursores para la sintesis de nuevos farmacos. A mds de veinte afios de la declaracion
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de Alma—Ata, existen otras razones que justifiquen la investigacién sobre plantas
medicinales. En primer lugar, aunque menos del 10% de las especies de angioespermas
existentes en el mundo han sido evaluadas para determinar su composicién quimica y
sus propiedades farmacoldgicas, el valor potencial de los medicamentos derivados de
plantas tropicales es considerable. En algunos paises se han desarrollado programas de
prospeccion para investigar la actividad farmacolégica de los componentes de plantas
tropicales, tales como el Convenio Merck—INBio en Costa Rica, el programa de
busqueda de compuestos activos contra el Céancer y el SIDA del Instituto Nacional del
Céancer en EEUU vy el proyecto de prospeccion bioquimica del bosque tropical de
Yutajé, en Venezuela, entre otros. Sin embargo, en muchos paises en desarrollo ha
ocurrido una pérdida importante del conocimiento tradicional sobre el uso de plantas
medicinales y de otras plantas utiles, transmitido de padres a hijos. Aunado a ello, la
disponibilidad de tales plantas se ha visto reducida por la degradacién de los bosques y
su conversion a bosques secundarios y campos agricolas. En consecuencia, la cadena de
transmision de dicho conocimiento se encuentra en riesgo. Por otra parte, no existe
suficiente informacion sobre la abundancia y distribucion de las plantas medicinales en
el trépico y, menos atn, sobre los efectos de su extraccion en las poblaciones naturales.
Es necesario, hacer esfuerzos para evitar la pérdida definitiva del conocimiento
tradicional sobre plantas medicinales, no solo para preservar esta herencia cultural, sino
también para registrar la informacion sobre ciertas especies utiles, que podrian ser
relevantes para el desarrollo de nuevas fuentes de medicamentos y de otros beneficios
para la humanidad, contribuyendo, al mismo tiempo, a proteger la biodiversidad

(Bermudez et al., 2005).

Existen escasos reportes a cerca de las propiedades y componentes activos en la
literatura de las plantas a estudiar Psacalium decompositum, Eriogonum ciliatum y

Scopulophila parryi a continuacion se hara una descripcion breve de cada una de ellas.
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2.2.1. Eriogonum ciliatum

Histéricamente el Eriogonum cilatum, fue descrito por primera vez por Jhonston, se
recolectd en un suelo arenoso cerca de Buena Vista por Edwars y cerca de Monterrey
por Gregg (Jhonston, 1944). E. ciliatum, es el nombre aceptado para la especie del
género Eriogonum que pertenece a la familia Polygonaceae la cual se encuentra en los
principales grupos de angiospermas (plantas con flores) Se pueden encontrar como
arbustos, subarbustos o hierbas, a veces casi arborescentes, perennes, bienales o anuales,
policarpicas o, raramente, monocdarpica (subg. Pterogonum), synoecious (a veces
polygamodioecious en subg. micrantha y Oligogonum, raramente dioicas en subg.
Oligogonum); su raiz es pivotante delgada a gruesa, sélida, (subg. Pterogonum) sus
tallos estdn postrados o decumbentes para erigir, con poca frecuencia ausente, glabros o
pubescentes, a veces glandular. Eriogonum es un grupo basal de subfamilia
Eriogonidaea, como todos sus géneros afines, es un taxon tetraploide altamente derivado
que ha experimentado una rapida evolucion en las regiones aridas del oeste de América
del Norte. Especies de Eriogonum han sido consideradas como una de las mads dificiles

en América del Norte de distinguir (Revelar, 1973).

2.2.1.2. Clasificacion taxonomica:
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novéak ex Takht.
Superorden: Caryophyllanae Takht.
Orden: Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Polygonaceae Juss
Género: Eriogonum Michx

Especie: E. ciliatum
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Fig. 1 Eriogonum ciliatum

2.2.2. Scopulophila parryi

Se distribuye desde el centro de México al norte del margen sur del desierto de
Chihuahua. Este Género Scopulophila esta estrechamente relacionada con congéneres y
posiblemente con Achyronychia (Jhonston, 1940). También se reporta en el Indice
Internacional de Nombres de las Plantas (IPNI), que es una base de datos de los nombres

y detalles bibliograficos de las plantas con semilla, helechos y lycophytes.

2.2.2.1. Clasificacion taxonomica:
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht.
Superorden: Caryophyllanae Takht.
Orden: Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Caryophyllaceae Juss
Género: Scopulophila ME Jones

Especie: S. parryi
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Fig.2 Scopulophila parryi

La S. parryi, se caracteriza ser una hierba anual o perenne, dioica, con grueso, lefiosas
raices pivotantes, presenta tallos ascendentes erguidos, ramificados, cilindricos con base
densamente lanosa; tiene hojas opuestas, conectadas por un reborde espesado o con una
ala transversal de la que surgen espiculas, sésiles; estipulas dos por nodo, blanco,
triangular, margenes dentados de ciliados, dpice entero para dos l6bulos, con venas,
lineales a lanceoladas, ligeramente suculento, dpice agudo a apiculados oscuramente
hoja inflorescencias reducidas cimas axilares, proliferando con la edad; bracteas
emparejado, asemejandose a estipulas mds pequeiias, escariosas; flores funcionalmente
unisexuales, sésiles; hipantio cénica para urceolate, de 4-5 sépalos libres o fusionados,
elipticos a orbiculante, 1.1 a 2.1 mm, herbécea, los margenes blancos, scarious, dpice
ampliamente redondeada, no encapuchado, no aristado y pétalos generalmente de 4 a 5,

sus estambres de 8 a 10 y su fruto es una capsula con muchas semillas (Jhonston, 1940).

2.2.3. Psacalium decompositum

Se distribuye en México, crece desde Chihuahua hasta Chiapas, se le conoce con varios
nombres populares Matarique en Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Nuevo Ledn,

San Luis Potosi y Texas; Matari, Materi, Matariki, asi es conocida por los tarahumaras
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de Chihuahua; como Maturin, Maturi, Mataril en Chihuahua y como Pitacawi también
por los tarahumaras de Chihuahua. Es una planta de 1 a 1.5 m de alto, de tallo delgado,
de 3 a 4 cm, més grueso en la base, densamente pubescente; hojas partidas, en la base,
empiezan opuestas y después se vuelven alternas, flores en panicula o corimbosa,

pedicelo de 1 a 1.5 cm de largo.
2.2.3.1. Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia:  Asteroideae
Tribu: Senecioneae
Subtribu:  Tussilagininae
Género:  Psacalium
Especie:  P. decompositum

(A.Gray) H.Rob. & Brettell

Fig. 3 Psacalium decompositum
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Tiene varios sindnimos:

De acuerdo a Conabio Cacalia decomposita A.Gray, Smithsonian Contr.Knowl.4:361.
1853. Odontotrichom decompositum (A. Gray) Rydb., Bull. Torrey Bot. Club 51.
414.1925. (Conabio, Villasefior, 2005). Y en el volumen 1 de Plantas medicinales de
Chihuahua la reconocen con diferentes nombres segin el lugar con el nombre de
Matarique (Chiapas, Chihuahua, D. F., Nuevo Le6n, San Luis Potosi y Texas). Matari,
Materi, Matariki, Matariqui (Tarahumaras de Chihuahua). Maturin, Maturi, Mataril
(Chihuahua, Santa Maria, 1978). Pitcawi (Tarahumaras de Chihuahua). (Olivas, 1999)

2.2.3.2. Composicion quimica

Esta planta contiene quimicamente: alcaloides, aceite esencial, resina, taninos Yy

glucésidos (Cabrera, 1958).

2.2.3.3. Usos en la medicina tradicional

Se realiza t€ con sus raices para tratar el reumatismo, resfriado y para dolores de
espalda, ictericia, célicos en bebés y como diurético y ténico, tratamiento para la
diabetes, enfermedades renales, malaria y fiebre. Una cataplasma de las raices es
aplicada a las heridas. Para aliviar dolores de los dientes, un pedazo de la raiz se coloca
en la caries dental. El machacado de las raices es usado para el tratamiento de
mordeduras de serpientes. La infusién s usa como lavado antiséptico para las heridas.
Las irritaciones de la piel son tratadas con un lavado o un preparado de polvo de las
raices. El t€ es utilizado para el tratamiento de la artritis, dolores musculares y
enfermedades del tracto urinario, vejiga y cicatrizante. También se puede mezclar con

hierbanis (Tagetes sp.), para disminuir la temperatura (Olivas, 1999).

El efecto hipoglucemiante de la raiz y la decoccién acuosa de la rizoma P.
decompositum (Asteraceae), una hierba medicinal de México, se ha demostrado

experimentalmente, lo que lleva a la identificacion de varios sesquiterpenoides
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hipoglucemiantes, como cacalol, y la mezcla de 3-hidroxicacalolide y epi -3-
hidroxicacalolide, sin embargo, el mecanismo de accién de estos compuestos es

desconocida.
Otros padecimientos en los que se aplican sus usos medicinales son para las anginas.

Dentro de la historia se describe que en el siglo XX, el Instituto Médico Nacional la
seflala como antineurdlgica y antirreumatica. Alfonso Herrera menciona que esta planta
es utilizada para aliviar los dolores reumaticos de las articulaciones, especialmente los
gotosos, los neurdlgicos, se calman por la aplicacién "loco dolenti" de la tintura. Anade,
"la cicatrizacion rdpida de las udlceras y de las heridas, se favorece lavandolas con una
mezcla de la tintura y agua o con la tintura sola, empleada como tdpico".
Posteriormente, Maximino Martinez reporta su empleo como antidiabético,
antidisentérico, antineurdlgico, antipoddgrico, antirreumadtico, astringente, catdrtico,
cefaleas, congestiones hepdticas y vulnerario. Luis Cabrera la cita a su vez como
antidiabética, antidiarréica, antineurdlgica, antirreumdtica, catdrtica y vagotonismo.
Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México la describe como: antineurdlgico,

antiséptico y astringente.

A los extractos obtenidos de las plantas que se usan directamente en terapéutica se les
llaman preparaciones galénicas estas son econdmicas y se usan para preparar aditivos,
saborizantes y para propositos culinarios. Aunque las preparaciones galénicas producen
las acciones farmacoldgicas requeridas sin una purificacién completa, es conveniente
saber las dosis exactas para evitar interacciones. Las preparaciones galénicas son la

primera etapa en el aislamiento de los principios activos y se obtiene por varias técnicas:
» Infusidén: consiste en dejar la planta en contacto con el agua o caliente poco tiempo.

* Decoccion: cuando la parte de la planta se hierve en agua.

* Maceracion: es una infusion prolongada, a menudo en alcohol acuoso.

* Percolacién: es una maceracion seguida por la adicion de disolvente fresco para

reemplazar el disolvente que se ha dejado pasar a través de la droga en polvo.
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» Extraccion continua: es una infusién repetida con disolventes caliente. Este método se
emplea en el laboratorio como en la industria, el aparato que se utiliza en el laboratorio

es el extractor Soxhlet (Valencia, 1995).

2.4 Plantas con uso medicinal empleadas en la Odontologia

Las plantas medicinales en la odontologia son empleadas a la informacién de la
medicina tradicional y diversos preparados como son pastas dentales, colutorios, geles,
pasta topica, entre otros, para el tratamiento de aftas, gingivitis, procesos inflamatorios,
odontalgias y como antimicrobianos y antiftingicos (Calixto 2006). La cavidad oral es
una puerta de entrada al resto del cuerpo humano puede verse afectada por diversas
enfermedades y desde los tiempos de los mayas prehispédnicos y sus descendientes ya se
conocia el uso de diferentes plantas con propiedades terapéuticas, las cuales se han
trasmitido en el transcurso del tiempo; actualmente y a pesar de los avances registrados
en el drea de la farmacologia, las personas siguen recurriendo a las plantas medicinales
para aliviar las diferentes afecciones que se manifiestan en la cavidad bucal desde
odontalgias, parodontopatias, entre otras algunas de las plantas empleadas por los mayas
para tratar la gingivitis era el Nance (Brysonima crassifolia), el pomoché (Jatropha
curcas), la anona (Annona glabra), para odontalgias empleaban la flor de mayo
(Plumeria rubra), el nict€ (Plumeria obtusa), entre otras (Rodriguez, 2015). Se han
realizado numerosos informes sobre el uso de plantas tradicionales y productos naturales
para el tratamiento de enfermedades bucales. Muchas medicinas derivadas de plantas
usadas en sistema medicinal tradicional han sido registradas en farmacopeas como
agentes usados para tratar infecciones y varias de ellas han sido investigadas
recientemente por su eficacia contra patdgenos microbianos orales. Se han realizado
numerosos estudios in vitro para investigar la actividad de sustancias vegetales naturales
contra bacterias orales; dichos estudios se han centrado en las bacterias que participan
en la etiologia de las enfermedades bucales y dentales, estableciendo claramente que una
serie de sustancias tienen potencial para ser utilizadas en la industria dental, dada su
actividad contra las bacterias cariogénicas y las asociadas con las enfermedades

periodontales (Palombo EA., 2011).
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2.5 Generalidades de las propiedades de las plantas medicinales.

El lograr el restablecimiento de la salud con las plantas medicinales es un proceso tan
antiguo como la misma humanidad. La conexién entre el hombre y su bisqueda de
drogas en la naturaleza es de tiempos remotos, del cual se tiene una amplia evidencia de
diversas fuentes: documentos escritos, monumentos conservados, e incluso
medicamentos originales de plantas. El conocimiento del uso de las plantas medicinales
es el resultado de muchos afios de luchas contra las enfermedades debido a que el
hombre aprendié a conseguir drogas en las cortezas, las semillas, los cuerpos frutales y
otras partes de las plantas. La ciencia contempordnea ha reconocido su accidn activa, y
ha incluido en la farmacoterapia moderna una gama de farmacos de origen vegetal,
conocidos por las civilizaciones antiguas y utilizadas a lo largo de los milenios
(Petrovska, 2012). A las plantas se les debe evaluar su actividad biolégica para su
comprobacion cientifica de su uso terapéutico a través de ensayos in vivo € in vitro, tales
como: su actividad antimicrobiana, aniinflamatoria, analgésica, entre otras. Asi como
también la toxicidad y citotoxicidad de las extractos obtenidos de las diferentes partes de
las plantes sobre organismos o células para determinar su posible efecto toxico (Rivas et

al. 2016a).

2.5.1. Actividad antimicrobiana

En la actualidad ha surgido el interés por los agentes antimicrobianos de origen natural
(derivados de vegetales), por lo que se busca la combinacion de dos o mds factores que
interactien aditiva o sinérgicamente controlando a la poblacién microbiana, permitiendo
con esto productos semejante al producto fresco pero con menos aditivos, no se debe
olvidar que la velocidad de deterioro microbiolégico no sélo depende de los
microorganismos presentes, sino también de la combinaciéon quimica del producto y del
tipo de carga microbiana inicial. Cada vez se descubre mas plantas o partes de estas que
contienen antimicrobianos naturales, por ejemplo los que incluyen compuestos fendlicos
provenientes de corteza, tallo, hoja, flor, 4cidos organicos presentes en fruto y

fitoalexinas producidas en plantas, buscando una mayor seguridad y una mejor calidad
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de alimentos ya que este tipo de antimicrobianos se consideran potencialmente seguras
(Rodriguez, 2011). Asi mismo existen otros compuestos como son los aceites esenciales
derivados de las plantas aromdticas y algunas especies han mostrado tener efecto
antimicrobiano sobre levaduras, mohos y bacterias con la ventaja de que en la extraccién

en algunos casos no dafia al medio ambiente (Reyes et al, 2014).

Se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de sustancias
sintéticas; estos métodos se aplican ampliamente en el dmbito hospitalario tal es el caso
del método de difusién de disco (método de KirbyBauer), el método de pozos en agar y
el método de dilucién en tubos (turbidimétrico) para encontrar no sélo la potencia sino
también la resistencia de algunos microorganismos a ciertos antibidticos. Aun y cuando
en teoria cualquiera de los métodos descritos se puede emplear para hallar la actividad
antimicrobiana de extractos vegetales cada uno tiene ciertos caracteristicas, motivo por
el que al momento de realizar las pruebas se deben hacer ciertas modificaciones para que
la metodologia a utilizar sea la adecuada, reproducible y fiable (Rojas et al., 2005, Rivas

et al., 2016b).

2.5.2 Actividad Antinflamatoria

En los ultimos afios la actividad antiinflamatoria ha despertado el interés cientifico en el
area farmacoldgica, principalmente en la propiedad que poseen ciertos compuestos para
interferir en la evolucién de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios.
Dentro del contexto de los productos antiinflamatorios, la medicina tradicional se ha
utilizado para tratar pacientes con enfermedades que conllevan procesos inflamatorios;
por ejemplo en Africa su uso es superior al 80%, en China alrededor del 40% mientras
que en Asia y América Latina su uso estd ligada a las creencias culturales y a las
circunstancias histéricas y en paises desarrollados utilizan mds que la medicina
tradicional, la medicina complementaria y alternativa asi: 75% en Francia, 70% en

Canada, 42% en EUA. (Goémez et al. 2011).

La incorporacién y utilizacién de las plantas medicinales en el tratamiento de las

reacciones inflamatorias, son practicas comunes en la medicina tradicional. En la
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actualidad es evidente el interés por las sustancias antiinflamatorias de origen vegetal
debido a que ofrecen ventajas en relacion a los antiinflamatorios cldsicos, como es la
baja incidencia de efectos secundarios, algunas de las drogas utilizadas tradicionalmente
en el tratamiento de patologias reumaticas, y estudiadas recientemente se encuentran la
corteza del sauce (Salix alba), la raiz harpagofito (Harpagohytum procumbens DC), las
hojas del eucalipto (Eucalyptus globulus) y algunos medicamentos empleados como
antiinflamatorios que han sido obtenidos de fuentes naturales se puede citar a la aspirina,
denominada 4cido acetilsalicilico (AAS), es un antiinflamatorio no esteroideo que deriva
de la salicilina que es un glicodsido de la corteza del sauce blanco. El pimecrolimus
(Streptomyces hygroscopicus) que es la ascomicina, FK520, es un farmaco inhibidor
selectivo de la liberacion de citosinas fue desarrollado para tratar enfermedades

inflamatorias de la piel.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se puede realizar empleando modelos in
vivo e in vitro, dentro de los primeros se puede citar los modelos de inflamacién aguda y
dentro de ellos se pueden citar tres métodos, cada uno con caracteristicas especiales
dependiendo de las condiciones bajo las cuales se realice el estudio. El primero de ellos
es el edema plantar por carragenina, fue descrito por primera vez por Winter and Porter,
y modificado por Sughisita et al., 1981. Ha sido uno de los métodos de mayor utilidad en
la discriminaciéon de farmacos antiinflamatorios por su sencillez y reproducibilidad; el
segundo es el protocolo experimental por aceite de crotén, este consiste en la
administracion tdpica del aceite de crotén, una mezcla de ésteres y otros componentes,
los cuales poseen propiedades irritantes se emplea farmacolégicamente para provocar
una inflamacién localizada en las orejas de los animales de laboratorio; y el tercero es el
edema auricular en ratén inducido por el 13-Acetato del 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA), esta técnica fue descrita por (De Young et al., 1989), y modificada por (Paya et
al., 1993). De los aceites de croton (Croton tiglium L) el TPA es el mas potente de todos,
este posee propiedades irritantes, pro-inflamatorias y promotora de tumores (Franco et

al., 2007).

En los modelos de evaluacion in vitro, las células fagociticas como son los leucocitos

polimorfonucleares (PMN) y los macréfagos responden a una variedad de estimulos de
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membrana por la produccién y liberacidn extracelular de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Los macréfagos juegan un rol
importante al modular la iniciacién y perpetuacion de la respuesta inflamatoria la cual es
modulada por su capacidad de sintetizar mediadores bioldgicos; otro elemento
importante es el lipopolisacdrido (LPS), el cual es un polimero que estd presente en la
pared celular de bacterias Gram negativas y estimulan a los macréfagos que liberen
citosinas y esta estimulacion in vitro de ellos proporciona una estimacién del efecto
antinflamatorio de los mismos. Otros ensayos para evaluar la actividad antiinflamatoria
in vitro estan dirigidos a cuantificar la expresion de enzimas y/o mediadores
antiinflamatorios como son la enzima b secretasa 1 (BACE-1) proteina C reactiva

(PCR), el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), entre otros (Gomez et al.

2011).

2.5.3 Citotoxicidad

El objetivo basico de la experimentacion toxicoldgica es contribuir al conocimiento de
los peligros, o toxicidad intrinseca, de las sustancias; de los efectos toxicos provocados y
de su reversibilidad; de los mecanismos moleculares y de las células diana bioldgicas
sobre las que actdan; la diferente susceptibilidad téxica de especies, sexo y grupos
poblacionales; de la cinética y el metabolismo en los organismos y en el ambiente; de la
sensibilidad y especificidad de los medios diagndsticos; de la eficacia de las medidas
terapéuticas y profilacticas; finalmente de integrar toda la informacién disponible para
estimar el riesgo que conlleva su utilizacién en diferentes aplicaciones, estableciendo
niveles de seguridad en la exposicion a las mismas. A diferencia de la mayoria de las
disciplinas experimentales existen normativas muy rigidas que deben ser seguidas en la
experimentacion toxicoldgica, lo que exige la evaluacion de las sustancias con diferentes
requerimientos segin su uso previsto aplicando protocolos de ensayos estandarizados,
asi como el cumplimento de las buenas pricticas de laboratorio y la normativa
establecida. Entre los pardmetros que las normativas exigen para valorar la toxicidad

sobresale la dosis letal media (DLsg) la cual ha variado actualmente. Es relevante insistir
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en que los ensayos de toxicidad no se disefian para demostrar que un compuesto es

seguro, sino para caracterizar los efectos que puede producir.

Segin la finalidad se establecen tres tipos de investigaciones toxicoldgicas
experimentales: la regulada o reglamentada, la no regulada y la experimentacién docente
y formativa. La regulada es denominada generalmente “evaluacion de la toxicidad”
pretende la clasificacion de las sustancias y la evaluacion del riesgo de las mismas; las
investigaciones toxicoldgicas no regulada, no estd impuesta por normativas y puede
dividirse en bésica y aplicada. La primera tiene como finalidad esencial la bisqueda del
conocimiento en si mismo, sin implicaciones practicas directas incluye el estudio de
mecanismos de accidn, interacciones, efectos entre otros. Y la aplicada estd dirigida a
contestar preguntas con un objetivo practico como son la seleccién o tamizado de entre

nuevas sustancias, comparando la actividad biolégica de las mismas (Repetto y Repetto,

2009).

La citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones celulares bésicas
que conllevan a un dafio que puede ser detectado. Diferentes autores han desarrollado
varias pruebas in vitro para predecir los efecto toxicos de drogas y compuestos quimicos
utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y érganos aislados como
lineas celulares establecidas, dentro de los ensayos in vifro se encuentra el ensayo de
capacion de rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y el método del MTT, el cual
determina el posible efecto citétoxico de un agente basdndose en la reduccién
metabodlica del Bromuro 3-(4,5-dimetil-2tiazoil)2, 5-difeniltetrazol (MTT) (Arencibia et
al., 2009; Morantes et al., 2006)
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3. JUSTIFICACION

En México la caries y la enfermedad periodontal son las principales enfermedades orales
que ocupan el 1°y 2° lugar respectivamente (OMS, 2007). Los estudios epidemioldgicos
realizados por la Revista Odontoldgica Mexicana, demuestran que el progreso de la
enfermedad periodontal es generalmente lento y continuo y la severidad de ella se
relaciona directamente con la presencia de placa bacteriana y célculo dental. Este tltimo
estd asociado a la enfermedad periodontal y puede ejercer un efecto perjudicial sobre los
tejidos blandos del periodonto a causa de su superficie aspera, el efecto primario del
célculo, la presencia de este es considerado como un factor de riesgo importante en el
avance de la perdida de la insercion dental y se deteriora la belleza de la sonrisa. Las
plantas pueden ser una alternativa como control o coadyuvante en los tratamientos de
esta enfermedad. En este trabajo se evaluaron las propiedades bioldgicas de los extractos
de Eriogonum ciliatum, Scopulophila parryi y Psacalium decompositum para determinar
la dosis adecuada para disolver el cdlculo dental y desarrollar una formulacién

farmacéutica aplicada a enfermedades periodontales.

4. HIPOTESIS

Los extractos del Eriogonum ciliatum, Scopulophila parryi y Psacalium decompositum
disuelven el cdlculo dental, presentan accién antiinflamatoria, antimicrobiana y no son

citotoxicos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad biolégica de tres plantas del noreste de México para el

tratamiento de la enfermedad periodontal.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos metandlicos del Eriogonum ciliatum, y Scopulophila

parryi, Psacalium decompositum, por el método de maceracion.

2. Evaluar in vitro el grado de disolucion del célculo dental por los extractos de las

plantas en estudio.
3. Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos por el método de
difusion de placa sobre Porphyromona gingivalis, Prevotella intermedia y

Streptococcus mutans.

4. Valorar la citotoxicidad de los extractos activos mediante el método de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT).

5. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos activos sobre monocitos de

sangre periférica.

6. Desarrollar una formulacion con los extractos que presenten caracteristicas

farmacéuticas apropiadas para su aplicacion periodontal.

26



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta e identificacion del material vegetal de estudio

El camote de lipana y la hierba de la tardntula o matarique se colectardn en Real de
Catorce, SLP y la hierba de la hormiga de la regién de Galeana, N L, se identificaron en

el Herbario de la FCB, UANL.

Material vegetal

Nombre cientifico Nombre comiin Parte empleada

Eriogonum ciliatum Hierba de la hormiga Raiz

Scopulophila parryi Camote de Lipana Raiz

Psacalium decompositum  Hierba de la tarantula, Raiz
Matarique

6.1.2. Obtencion y preparacion del material vegetal

Se separd la parte de la planta a utilizar (raiz), se lavé con un cepillo de cerdas suaves, se
cortd en rebanadas y se secd a la sombra por un lapso de 7 d para posteriormente

triturarlo en un molino.

La extraccion de las plantas se realizé mediante la técnica de maceracion; Esta técnica es
utilizada en la elaboracién del vino y ha sido adoptada y ampliamente utilizada en la
investigaciéon de plantas medicinales. La maceracion implica mantener en contacto la
planta ya sea en trozos o molida con un disolvente en un recipiente tapado y deja reposar
a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo minimo de 3 d con agitacion

frecuente (Sukhdev et al., 2008; Azwanida, 2015).
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Se tomaron 200 g de la raiz de cada una de las plantas: S. parryi, P. decompositum y
Eriogonum ciliatum pre-tratada y se depositd en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se le
adicionaron 120 mL de metanol al 99.9%, se sell6 herméticamente, se dejé en agitacion
constante por 7 d en un Agitador Dual Action Shaker Lab-line, se separ6 el solvente del
resto del material vegetal mediante filtracion con papel Whatman N° 1, posteriormente
el mismo material vegetal se extrajo 2 veces mds. El extracto metandlico se concentrd en
un rotavapor tipo Biichi a una temperatura menor a 60° C, se llevé a sequedad total a
temperatura ambiente y se almacend en viales color &mbar a 4°C, hasta su uso.

Se obtuvo el rendimiento del extracto de la siguiente férmula:

o peso obtenido
(%) Rendimiento = ————x
peso inicial

Doénde:
peso obtenido = peso obtenido del material vegetal después la extraccion

peso inicial = peso del material vegetal antes de la extraccion.

6.1.3. Tamizaje Fitoquimico

Las plantas medicinales tradicionalmente usadas han atraido recientemente la atencién
de las comunidades cientificas bioldgicas. Esto ha implicado el aislamiento y la
identificacién de los metabolitos secundarios producidos por las plantas y su uso como
principios activos en preparaciones medicinales (Taylor et al., 2001).

Las plantas tienen miles de constituyentes, las cuales son moléculas nuevas y
biolégicamente activas con propiedades antimicrobianas; para la medicina moderna es
necesario e importante el estudio etnobotdnico de las plantas para conocer la utilidad de
ellas pero a través métodos estandarizados para obtener resultados comparables y
reproducibles; es por ellos que los metabolitos fitoquimicos con efectos inhibitorios
sobre diferentes microorganismos in vitro se les debe estudiar para evaluar su eficacia

(Das et al., 2010).

28



Se realizaron las pruebas fitoquimicas a los exrtactos en estudio para determinar la
presencia de insaturaciones (tetranitrometano), taninos (oxhidrilos fendlicos), esteroles
y triterpenos (Liebermann-Burchard), saponinas, carbohidratos (antrona), quinonas,
coumarinas, alcaloides (Dragendorff), sesquiterpenlactonas (Baljet) y flavonoides

(Shinoda) (Rivas et al., 2016a).

6.2. Evaluacion in vitro del grado de disolucion del calculo dental por los extractos

de las plantas en estudio.

6.2.1. Disolucion del calculo dental

La disolucién se llevé a cabo solamente en €l extracto metandlico que mostré actividad
antimicrobiana. Se recolect6 cdlculo dental de paciente se lavé con agua destilada para
retirarle los restos de materia orgdnica, posteriormente se secO en una estufa a una
temperatura de al menos de 120°C por 5 h para eliminar la humedad posteriormente las
muestras se colocaron a un desecador por 20 min y se pesaron en una balanza analitica.
Las muestras de cdlculo sin tratar fueron analizadas por microscopia electrénica de
barrido (Fei, modelo nova-nanosem200), a diferentes magnificaciones. Para el andlisis
de disolucion se prepar6 un stock del extracto para lo cual se pesaron 50 mg del extracto
obtenido y se disolvid en 1 mL de etanol a 99.9% y de ahi se tomaron 50 pL y se aford a
1000 pL y asi tener una solucion madre. A las muestras de calculo se les adicion¢ al
menos 400 pg/mL de la solucion del extracto, manteniendo constante la relacion
calculo/solucion de extracto (Img/10 mL) y se incubaron a 37°C en una incubadora
orbital por 15 d, posteriormente el cdlculo se secd, peso y se analizaron los cambios de
superficie en microscopio electrénico de barrido a diversas magnificaciones. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado con sus respectivos controles. Se llevé a cabo

un analisis estadistico: t Student, intervalo de confianza 95%.
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6.2.2. Difraccion de rayos X y composicion del calculo dental

Para el andlisis de difraccion de rayos X y composicidn del célculo, se realiz6 en 1.501 g
de calculo dental con extracto metandlico de P. decompositum a 400 pg/mL en un
volumen final de 1 L, se incub6 a 37°C en una incubadora orbital (INO-650 M) por 15 d
realizando cambio del extracto cada 24 h. Después de este periodo de incubacidén, se
secé en una estufa (Drying Over DX602C) a 150°C por 1 h y se colocé en un desecador.
Se pesé 1 g de la muestra tratada y se pulverizo en un mortero, se colocé en un vial y se
etiqueto; el mismo procedimiento se realizé con 1 g de célculo dental sin tratamiento.
Las muestras se llevaron a analizar por difraccion de rayos X (XRD) en un difractometro
Bruker D8 Advance para observar las diferentes fases cristalinas de las muestras a partir

de 10 elementos conocidos.

6.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos en estudio por el

método de difusion de placa.

Esta se determiné por el método de difusién de placa. Se sembraron 100 uL del
sobrenadante bacteriano en agar sangre de carnero, con la técnica de plaqueo, se
dividieron las cajas en cinco zonas, en tres de ellas se coloco un papel filtro estéril
whatman #1, con 10 pL del extracto a evaluar, en la zona cuatro el control negativo
etanol al 99.9% dependiendo del extracto y en la cinco clorhexidina al 0.12% como
control positivo, esto se realizé por triplicado; se incubaron las cajas por 24h a 37°C en

anaerobiosis y se midieron los halos de inhibicion para determinar su actividad.

6.3.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos

metandlicos de las plantas en estudio.

Se determiné la concentracién minima inhibitoria (CMI) con la técnica de microdilucién
en placa de 96 pozos. (Andrews, 2001) las concentraciones evaluadas fueron: 1000, 900,
700, 500, 400, 300, 200, 100 y 50 ug/mL, se realizé cuatro veces cada concentracién por

triplicado. Se incluyeron muestras blanco con medio de cultivo tripticaseina de soya con

30



el extracto, con el control positivo clorhexidina al 0.2% (concentracién final en el
medio) y de este se evaluaron diferentes concentraciones 1200, 1000, 900, 700, 500 y
400 pg/mL, y como control negativo etanol 5% y con los microorganismos como control
de crecimiento, cada uno se realizé cuatro veces por triplicado.

Se activaron las cepas S. mutans ATCC® 700610TM UA159 [UABS77], P. gingivales
ATCC® BAA-308TM W83 y P. intermedia ATCC® 25611TM, se tomaron 100 uL de
cada cepa y se inocularon en 5 mL de caldo de tripticaseina de soya, se incubaron a
37°C por 12 h en las condiciones de o6xido-reduccidn necesarias para cada cepa
bacteriana; se prepard el inoculo ajustandolo a la escala 0.5 de McFarland (1.5 x 10%). Se
preparé la solucién madre del extracto, se pesaron 50 mg del extracto y se solubilizaron
en 1 mL del solvente (etanol 100 %) y se realiz6 una dilucién 1/20, se toman 50 pL de la
solucidn inicial del extracto y 950 uL de medio liquido a un volumen final de 1 mL
(2500 pg/mL), a partir de ella se realizaron las diferentes concentraciones ya
mencionadas. Se prepard la solucién stock del control positivo (clorhexidina) a partir de
una concentracion de 2000 pg/mL y se realizaron las diferentes concentraciones ya
mencionadas del control positivo. Para el control negativo se prepard una solucion stock
con etanol al 100% y medio de cultivo liquido ambos en la misma proporcién que el

extracto en estudio.

Se depositd en una microplaca un volumen final de 200 pL por pozo, con un volumen
diferente de la solucién madre para cada concentracion del extracto a evaluar, mas 100
uL del inoculo de cada cepa bacteriana y se complet6 el volumen final de cada pozo con
medio liquido esto se corrid por cuadriplicado, para el blanco del extracto un volumen
diferente de la solucién madre, para el control de clorhexidina se agregd un volumen
diferente de la solucion stock para cada concentracion del control positivo a evaluar,
para el control negativo se agregd un volumen diferente de la solucién stock para cada
concentracion, para el control de crecimiento se agregd 100 puL del inoculo de cada cepa
bacteriana y 100 uL de medio liquido. La placa fue incubada a 37°C durante 24 h, en
condiciones de 6xido-reduccion apropiadas para cada cepa bacteriana, después de éste
tiempo se midi6 la densidad Optica (DO) a 595nm en un lector de placas modelo

iMarkTM Microplate Reader marca BIO-RAD®. La menor absorbancia entre las
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concentraciones evaluadas, después de restar la turbidez del extracto se considera como

concentracion minima inhibitoria.

6.4. Valoracion de la citotoxicidad de los extractos activos mediante el método de

MTT.

Se evalud la citotoxicidad in vitro de los extractos metandlicos activos empleando el
ensayo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo) en dos lineas celulares:
células VERO ATCC®CCL-81™ vy fibroblastos humanos Detroit 551 ATCC®CCL-
110™. Se descongel6 un vial de las células empleando un vaso precipitado con agua a
37°C sumergiéndolo aproximadamente por 2 min. Después se re suspendié en un tubo
falcon con 9 mL de medio DMEM vy se centrifugé a 1200 rpm por 5 min, después se
decant6 el medio de cultivo y se re suspendi6 el pellet en 5 mL de PBS y se volvié a
centrifugar a 1200 rpm por 5 min este procedimiento se realizé dos veces para
posteriormente re suspender en 5 mL de medio DMEM Yy trasferir a un frasco de cultivo
celular T-25 (25 sz) e incubar a 37°C/5% de CO,/100% Humedad. Una vez que se
tuvo una confluencia celular del 100% se realiz6 el conteo de células en una cdmara de
Neubauer y en una microplaca de 96 pozos se inocularon 100 uL de suspension celular
(20,000 células de D551 y 10,000 células VERO por pozo) y se incubd por 24 h a
37°C/5% de CO,/100% humedad; se aplicaron los tratamientos 100 puL (extractos a
diferentes concentraciones y controles); se incubaron nuevamente por 24h a 37°C 5%
CO,; después se elimind el medio y se agregé 10 uL de MTT a 0.5 mg/mL y se
incubaron por 4h, 37°C / 5% de CO,/100 % humedad; finalmente se agregé 100 uL de
DMSO para lisar las células, se agitaron por 5 min y se tomo la lectura a 570nm en un

espectrofotometro para Microplacas Epoch de la marca BioTeK.

6.5. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos activos sobre

monocitos de sangre periférica.
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6.5.1. Obtencion y cultivo celular de los monocitos de sangre periférica humana.

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria se realiz6 con monocitos de sangre
periférica humana. Se realiz6 una extracciéon sanguinea venosa con el sistema
Vacutainer®, de un donante voluntario al cual se le realiz6 una puncién intravenosa de
la vena mediana cefdlica, se colocd un torniquete en la parte media superior del brazo
para facilitar la puncién; una vez identificada la vena se realizé la asepsia con alcohol
etilico al 70% se dejo secar, y se insertd en el adaptador del sistema Vacutainer®. Se
inmovilizé la vena colocando el dedo pulgar debajo del drea de la puncién. Se realizé la
puncidn de la piel con el bisel hacia arriba con un movimiento suave y ripido, se encajo
el tubo con anticoagulante (BD®EDTA-K)) en el extremo y se dejé llenar hasta agotar
el vaci6 del tubo. Se agité cada tubo suavemente invirtiéndolo 6 veces. Una vez llenos
todos los tubos se retird la aguja rdpidamente hacia atrds y se aplicé presién con el

algodén. Se obtuvo un volumen de 25 mL de sangre venosa.

Se realiz6 el aislamiento de las Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP) por
medio del gradiente de Ficoll-Hypaque™ PLUS (GE Healthcare Life Sciences). En
condiciones estériles se coloca la sangre en un tubo de fondo cénico de 50 mL y se re
suspende en PBS estéril (pH 7.4) en una proporcién 1:1 y se homogeniza suavemente.
Se prepararon 5 tubos de 15 mL de fondo cénico con 5 mL de Ficoll-Hypaque™ PLUS
y con una pipeta estéril de 10 mL se dispensaron 10 mL de la mezcla de la sangre y PBS
estéril lentamente sobre la pared del tubo sin mezclar con el Ficoll-Hypaque™ PLUS
quedando dos fases, en la parte inferior va estar el Ficoll-Hypaque™ PLUS y en la parte
superior la mezcla de la sangre y el PBS estéril. Se procedid a centrifugar los tubos a
1,400 rpm durante 30 min a 20°C, sin el freno de mano. Se retiraron los tubos de la
centrifuga cuidadosamente sin perturbar los estratos formados. Con una pipeta estéril de
1 mL se aspir6 cuidosamente el estrato correspondiente a las CMSP y se transfirieron a
un tubo de fondo cénico de 15 mL. Se aforé6 el tubo con las CMSP a 10 mL con PBS
estéril y se homogenizo por inversion. Se centrifugo a 900 rpm por 10 min a 20°C; se
descart6 el sobrenadante por decantacion y se resuspendieron las células nuevamente en

10 mL de PBS estéril y se centrifugd a 900 rpm por 10 min a 20°C; se descarté el
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sobrenadante por decantacién y se resuspendieron las células nuevamente en 10 mL de
PBS estéril y se centrifugd finalmente a 900 rpm por 10 min a 20°C. Se descart6 el
sobrenadante por decantacion y se agregdé 1 mL de medio de cultivo RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina 'y 0.5mL de glutamina 100X (GlutaMAX™Supplement) y se
resuspendieron las células por golpeteo digital (English y Andersen, 1974; Ovalle 2015).
Después se realizé el conteo celular en cdmara de Neubauer, en un tubo Eppendorf® se
diluyeron 10 pL de las CMSP en suspensiéon y 10 uL de azul de tripano al 4%. Se
colocaron 10 puL de la solucién en cada cidmara de Neubauer y se leyd bajo el
microscopio a 40X para determinar el promedio de los 4 cuadrantes grandes angulares.
Se aplico la férmula del célculo de concentracion celular para obtener una concentracion

celular 6ptima de 1X10°cell/mL.

Total Células Contadas X 10,000
Numero de Cuadrantes

Concentracion cell/mL =

Para el ensayo de la expresion de los genes de citosinas proinflamatorias seleccionadas,
en cada pozo se cultivaron 148,327 cel/mL (tres pozos por tratamiento). Los
tratamientos son: extracto metandlico de P. decompositum a las siguientes
concentraciones 700, 500 y 400 pg/mL, S. parryi a las concentraciones de 500, 400 y
300 ug/mL. Control positivo (LPS a una concentracion de 1 mg/mL) y el control
negativo o control de crecimiento (células CMSP sin tratar) en placas de 6 pozos con un
volumen final de 2 mL el ensayo se realiz6 por triplicado. Se incubaron las microplacas
de 6 pozos con las células CMSP por 24h, 37°C / 5% de CO,/100 % Humedad.
Posteriormente se realiz6 un pre-tratamiento a las células CMSP con los extractos a
evaluar, se retiré de cada pozo 100 pL de medio RPMI suplementado y se deposité 100
uL de los extractos a las diferentes concentraciones y se incubo por 2 h, 37°C/5% de
CO,/100 % humedad; posteriormente se estimularon las células a excepcion del control
negativo con 10 pL de LPS a una concentracién de 1 mg/mL y se incubé nuevamente

por 24 h, 37°C/5% de CO,/100 % humedad.
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6.5.2. Extraccion de RNA de las Células Mononucleares de Sangre Periférica
(CMSP).

Para la extraccién de RNA, se emple6 el kit Direct-zol ™MRNA MiniPrep marca ZYMO
RESERCH, inicialmente se retir6 el medio RPMI suplementado de los pozos de las
microplacas por aspiracion con pipetas de 5 mL estériles, para lisar las muestras se
resuspendieron las células con 300 uL. de TRI Regent en cada pozo y se incubd por 5
min y con una espdtula se removieron del fondo de los pozos las CMSP y se
transfirieron por aspiracion con una pipeta estéril a tubos Eppendorf® de 1.5 mL
rotulados con las concentraciones a evaluar, se centrifugaron a 12,000 rpm por 30 s las
muestras y se trasfirié el sobrenadante a un tubo Eppendorf® nuevo. Después se afiadio
etanol en una proporcion 1:1 al sobrenadante, se homogenizé muy bien y se transfirié a
una columna de IIC Zymo-Spin™™ en un tubo de recoleccién y se vuelve a centrifugar
12,000 rpm por 30 s para después descartar el medio. Al tubo se agregé 400 uL. de RNA
Wash Buffer y se centrifugé 10,000 rpm por 30 s, en otro tubo estéril se afiade 5 pL
DNasa I, 75 pL de DNA Digestion Buffer y se mezcla. Se agregé esta mezcla
directamente a la matriz de la columna. Se incub6 a temperatura ambiente durante 15
min. Después de este periodo de tiempo se afiadieron 400 uL de Direct-zolTM RNA
Prewash a la columna y se centrifug6 a 12,000 rpm por 30 s, se descart6 el medio y se
repite este procedimiento nuevamente. Se afiadié 700 uL. de RNA Wash Buffer a la
columna y se centrifugé a 12,000 rpm por 2 min para asegurar la eliminacién completa
del tampén de lavado y se transfiere la columna con cuidado a otro tubo Eppendorf®
nuevo libre de RNasa. Se anadié 50 pL de agua libre de DNasa/RNasa en la columna y
se centrifugd a 12,000 rpm por 30 s (ZYMO RESEARCH, 2015).

6.5.3. Sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir de mRNA de las CMSP

Para la sintesis de cDNA se utilizé un kit comercial ImProm-II"™ Reverse Transcription
System de Promega. Se preparé la mezcla de reaccién combinando los siguientes
componentes del ImProm-II"", de acuerdo a las especificaciones recomendadas por el
fabricante. En un tubo Eppendorf® estéril de 1.5 mL sobre hielo se preparé una mezcla

suficiente de 15 puL para cada reaccion de sintesis de cDNA que se realizd, se determind
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los voldmenes necesarios para cada componente: agua libre de nucleasas, ImPromII™
5X Buffer de reaccién, MgCl, a 1.5 mM, dNTP Mix a 0.5mM y ImProm-II"™
Transcripcion reversa, se agité suavemente con un vortex para mezclar y se mantuvo en
hielo antes de la reaccién. A cada tubo Eppendorf® con 5 pL del RNA extraido (10 ng)
de las diferentes muestras, ademds de los controles negativo y positivo, se agregaron 15
uL del mix de trascripcion reversa dando un volumen final de 20 puL, se colocaron los
tubos en un bloque a temperatura de 25°C y se incubd por 5 min, posteriormente se
incuban los tubos en un bloque a una temperatura de 42°C por 1h, por ultimo se incub6

en el Thermomixer confort a 70°C por 5 min para detener la sintesis (Promega, 2014).

6.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las CMSP

Para esta reaccion se empled el kit Maxima SYBR Green qPCR de la marca Thermo
SCIENTIFIC, se prepard la mezcla de reaccidén con los siguientes elementos Méaxima
SYBER Green qPCR Master Mix (2X), no ROX 12.5 puL, Forward primer 0.4 puM,
Reverse primer 0.4 uM, Template DNA 1 pL (10 ng) y agua libre de nucleasas 10.3 uL
para obtener un volumen final de 25 puL por cada reaccién. Se programdé el
termociclador lightCycler®480II bajo las siguientes condiciones con cuatro programas:
desnaturalizacion con un ciclo de 95°C por 10 min y una rampa 4.4°C/s; amplificacion
con 40 ciclos y cada ciclo tiene las siguientes condiciones: 95°C por 15s y una rampa de
4.4°C/s, 52°C por 22s y una rampa de 2.2°C/s y 72°C por 25s y una rampa de 4.4°C/s; el
programa de la Curva Melting con las siguientes condiciones: primero: 95°Cx5ss y una
rampa de 4.4°C/s, segundo: 65°Cx1m y una rampa de 2.2°C/s y tercero: 95°C continuo y
una rampa de 0.11°C/s; y un programa de enfriamiento(Cooling) a 40°CxSs y una rampa
de 2.2°C/s; una vez obtenidos los resultados de la expresion de los genes de citocinas
proinflamatorias 11-6, IL-8, IL-1, INF y TNF sobre las CMSP se aplicé un anélisis
estadistico con el programa REST 2009 para determinar el nimero de veces que se

expreso cada gen analizado, mediante el método del prAACT (Life-Technologies,2011).
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6.6. Desarrollé de una formulacion con los extractos metanélicos activos.

Una vez evaluada la actividad bioldgica de los extractos metandlicos del E. ciliatum, S.
parryi 'y P. decompositum, se eligi6 el que presenté mayor actividad anticélculo el de P.
decompositum para lo cual se pes6 50 mg de él y se disolvi6 en 1 mL de etanol
sonicando por 10 min a 27°C en un sonicador de la marca Symphony. Después se
preparé una formulacién de un gel empleando un polimero el Carbopolol® 971P NF, se
pes6 344 mg en un vaso precipitado en una balanza analitica y se midié en una probeta
50 mL de agua bidestilada, de aqui se retiraron 700 pL del volumen medidos para
agregar 700 pL del extracto a una concentracion de 400 pg/mL con una concentracion
de etanol al 1.4%; se mantuvo en agitacion constante y se agregé poco a poco el
polimero, se tuvo en hidratacion por 24 h para evitar la formacion de grumos. Después a
la solucién del polimero se le agregd un agente viscostante la trietanolamina (Tris(2-
hydroxyethyl); posteriormente se evalud el aspecto fisico de la formulacion disefiada, se
realizé una inspeccion visual donde se observo: color, homogeneidad, consistencia y la
presencia de particulas. La formulacion se ajustd y amortigué6 a pH 7, usando un
potenciémetro el cual se calibr6 con soluciones tampén estidndar a pH 4 y 7;
posteriormente se midi6 el pH del gel con el electrodo, que se calibré antes de cada
medicién de pH, se determiné el pH a las 24 y 48 h para detectar cualquier fluctuacion

de éste y se obtuvo el gel bioactivo (Aslani et al., 2013).

37



7. RESULTADOS

7.1 Extractos vegetales.

7.1.1. Obtencion de los porcentajes de los rendimientos de los diferentes extractos

del material vegetal

A las tres plantas empleadas en el estudio se les realizaron extracciones con metanol,
cada extracto se mantuvo en agitacién constante, se evapord el solvente a temperatura

ambiente y se determiné el porcentaje de rendimiento con la siguiente formula:

o peso obtenido
% Rendimiento = — X 100
peso inicial

En donde el peso obtenido se refiere al peso obtenido en la extraccion y el peso inicial es
el peso del material vegetal a extraer

En la tabla I se muestra el rendimiento porcentual de las plantas estudiadas, observando
que la de mayor rendimiento fue la S. parryi con un 19.45%, el extracto de S. parryi se

liofilizé obteniendo un rendimiento de 12.68%.

Tabla I. Rendimiento de los extractos metandlicos y parte utilizada de las plantas en

estudio.

E. ciliatum Raiz 17.7

S. parryi Raiz 19.45 12.68
P. decompositum Raiz 8.1
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7.1.2. Identificacion parcial de los compuestos presentes en los extractos

metandlicos de E. ciliatum , S. parryi y P. decompositum.

En la tabla II, se muestran los resultados del perfil fitoquimico para grupos funcionales y

metabolitos secundarios de los extractos metandlicos de las tres plantas en estudio.

Tabla II. Perfil fitoquimico de los extractos metandlicos de E. ciliatum, S. parryi y P.

decompositum.

I A
Insaturacién + + +
Carbonilo + + +
Taninos-Oxhidrilo fendlico + + i
Esteroles y Triterpenos + + +
Saponinas - - +
Cumarinas + + +
Carbohidratos + + +
Sesquiterpenlactonas - - +
Quinonas - + -

7.2. Actividad bactericida de los extractos metandlicos de las tres plantas en

estudio.

En la tabla III, se muestran los halos de inhibicién del extracto metandlico S. parryi
sobre bacterias periodontopatdgenas los resultados de la actividad bacteriana muestran
mayor actividad del extracto contra P. intermedia con un halo de inhibicién de 18.1 mm,
y de 9.3 mm del control positivo (clorhexidina al 0.12%), el control negativo no presento

actividad contra las tres bacterias en estudio.
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Tabla III. Actividad antibacteriana del extracto metandlico S. parryi sobre bacterias

periodontopatégenas.

P. gingivalis 16.8 12 0
P, intermedia 18.1 9.3 0
17.4 10.3 0

S. mutans

Control positivo = Clorhexidina 0.12%, Control negativo = Solvente

En la figura 4, se observan los halos de inhibicién generados por el extracto metandlico

S. parryi sobre las bacterias en estudio.

I POV S tang

Scopulophils pary
Comde b L flore

oo

Fig.4 Halos de inhibicidn del extracto S. parryi.
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Tabla IV. Actividad antibacteriana del extracto metandlico P. decompositum sobre

bacterias periodontopatégenas.

P. gingivalis 10.4 12 0
P. intermedia 9.3 8.6 0
S. mutans 9 9.6 0

Control positivo = Clorhexidina 0.12%, Control negativo = Solvente

En la tabla IV, se muestran los halos de inhibicion del extracto metandlico P.
decompositum sobre bacterias periodontopatégenas los resultados de la actividad
bacteriana muestran mayor actividad del extracto contra P. gingivalis con un halo de
inhibicién de 10.4 mm, y de 12 mm del control positivo (clorhexidina al 0.12%), el

control negativo no present6 actividad contra las tres bacterias en estudio.

En la figura 5, se observan los de halos de inhibicién generados por el extracto

metanodlico P. decompositum sobre las bacterias en estudio.

\Q'r‘{‘\“l~ b M

Fig.5 Halos de inhibicion del extracto P. decompositum
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Tabla V. Actividad antibacteriana del extracto metandlico E. ciliatum sobre bacterias

periodontopatégenas.

P. gingivalis 0 11 0
P. intermedia 0 9 0
S. mutans 0 9.6 0

Control positivo = Clorhexidina 0.12%, Control negativo = Solvente

En la tabla V, se muestran los halos de inhibicién del extracto metandlico E. ciliatum
sobre bacterias peridontopatdgenas y el extracto no presentd actividad contra ninguna de

las bacterias en estudio.

En la figura 6, se observan los halos de inhibicién generados por el extracto metanolico

E.ciliatum sobre las bacterias en estudio.

Sty

Fig.6. Halos de inhibicion del extracto E.ciliatum
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En la figura 7. Se muestran los resultados de la concentracién minima inhibitoria (CMI)
de los diferentes extractos metandlicos. La concentracién minima inhibitoria del extracto
P. decompositum sobre P. gingivalis y P. intermedia fue de 500 ng/mL y de 700 pg/mL
sobre S. mutans. La concentracién del extracto de S. parryi sobre S. mutans y P.
gingivalis fue de 500 pg/mL y de 400 pg/mL sobre P. intermedia. Y la concentracion
minima inhibitoria del control positivo (Clorhexidina) fue de 900 ug/mL para las tres
bacterias en estudio. Diferencia significativa para el extracto metandlico P.

decompositum p<0.002 y para el extracto metandlico S. parryi p<0,000.

@ Extracto P. decompositum
B Extracto S. parryi
B Control + Clorhexidina

E Control - Etanol/Agua

*9<0.002

Figura 7. Concentracién minima inhibitoria (CIM) de los extractos metandlicos de P.

decompositum y S. parryi sobre P. gingivales, P. intermedia y S. mutans.

En la figura 8. Se observa el porcentaje de disolucion del calculo dental obtenido por el

tratamiento con el extracto metanolico de P. decompositum S. parryi y los controles.
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7.3 Disolucion del calculo dental tratado con los extractos de las plantas en estudio.

50 - 39,84 ® Extracto

Control

Disolucion del calculo dental
(%)

* P. decompositum

« S. parryi
*p=<0.39 *p=>0.642

Figura 8. Disolucion del cédlculo dental tratado con los extractos metandlicos S. parryi 'y

P. decompositum.

El extracto metandlico de P. decompositum logra la disolucion del calculo dental mas

del 39% con una diferencia significativa respecto al control.
7.3.1 Difraccion de rayos X y composicion del calculo dental

En la figura 9, se observan los patrones de difraccion de rayos X (DRX) del calculo sin
tratar (M226-A), Célculo dental tratado con el extracto metandlico P. decompositum
(Célculo_PD). Atn y cuando hay una pérdida de peso del cdlculo dental después del
tratamiento con el extracto descrito, se muestra un patron de difraccién de las muestras
analizadas. En este patron se observa la presencia de reflexiones relacionadas a las fases
Dahllita (+) e Hidroxiapatita (*), tanto en las muestras tratadas como en la muestra sin
tratar; siendo la Dahllita la fase relacionada al conteo de carbono (C) y sodio (Na) en los
espectros de la muestra tratada con P. decompositum. A este respecto es importante

aclarar que el conteo de magnesio (Mg) no se relaciona a ninguna fase que pueda
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“resolverse” por la técnica de difraccién de rayos X (XRD) en un difractémetro Bruker
D8 Advance. Ademds, la estequiometria de ambas fases es cerca de la relacién en
atomos obtenida por XEDS de la muestra tratada con el extracto P. decompositum de

Ca:P:O de 1.2:1.0:3.3 (Calculo_PD).

Asimismo, de la comparacién entre los patrones de difraccion obtenidos de la muestra
tratada y la muestra sin tratar es posible elucidar la aparicién de reflexiones relacionadas
a la fase Dabhllita; asi como la atenuacién de aquellas relativas a la Hidroxiapatita, en la
muestra tratada. Esta caracteristica puede atribuirse a la “desmineralizacién” del calculo
dental como resultado de su tratamiento con el extracto metandlico P. decompositum

(Calculo_PD).

Calculo_PD

112)°

(202)'(300)

(101)’

2Theta (Degree)
Figura 9. Patrones de difraccién de rayos X (DRX) de célculo sin tratar (M226-A),

Cdlculo dental tratado con el extracto metandlico P. decompositum (Calculo_PD).
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En las figuras 10, 11 y 12, se aprecia a diferentes magnificaciones la superficie del
célculo sin tratar con el extracto metandlico de P. decompositum cada una de las
imdgenes presenta diferentes caracteristicas; en la primera se aprecia la presencia de una
matriz lisa con depdsitos sobrepuestos bien definidos y compactados a 5,000
magnificaciones. En la segunda a 10,000 magnificaciones la superficie tiene la
presencia de una matriz lisa con depdsitos sobrepuestos bien definidos y compactados. Y
en la tercera a 20,000 magnificaciones la superficie tiene una matriz con aspecto liso y

con depositos sobrepuestos bien definidos y compactados.

Figura 10. Superficie del célculo dental sin tratar a 5,000 magnificaciones.
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Figura 12. Superficie del célculo dental sin tratar a 20,000 magnificaciones.
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En las figuras 13, 14 y 15, se observa a diferentes magnificaciones la superficie del
calculo tratado con el extracto metandlico de P. decompositum. En la primera se aprecia
una matriz desorganizada y con pequefios poros en la superficie cristalina a 5,000
magnificaciones. En la segunda a 10,000 magnificaciones prevalece una matriz
desorganizada y con pequefios poros en la superficie cristalina. Y a 20,000

magnificaciones la superficie del célculo tratado se observa una superficie muy porosa.

Figura 13. Superficie del célculo dental tratado con extracto P. decompositum a 5,000

magnificaciones.
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Figura 14. Superficie del célculo dental tratado con extracto P. decompositum a 10,000

magnificaciones.

Figura 15. Superficie del cédlculo dental tratada con el extracto P. decompositum a

20,000 magnificaciones.
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7.4 Citotoxicidad de los extractos activos mediante el método de MTT.

Se encontré que los extractos metandlicos S. parryi (Sp) y P. decompositum (Pd)

redujeron la viabilidad de las células VERO después de 24 h de tratamiento, siendo el

porcentaje de viabilidad menor 17,25% para S. parryi como se muestra en la figura 16 y

para P. decompositum fue de 32,38% como se observa en la figura 17. Se determiné la

DLsp mediante un andlisis de regresion de Probit con el programa PASW Statistics 18.0,

los resultados se presentan en la tabla 6, donde se observa que el extracto de S. parryi

present6 los valores de la DLsy mds bajos de 52,70 ug/mL, y para P. decompositum de

77,30 pg/mL.

o 1000Aa
5 0% M Triton 2% +
s 80% E 12%
7] % -
% 70% : tano
g 50% B Sp 60
E 40% mSp 55
= 30% W Sp 50
2 20% P
IS

0% = mSp 40

CC Etanol Tr1t0n Sp 35 Sp40 Sp45 Sp50 Sp55 Sp60 mSp 35
2% 2%
Tratamientos

Figura 16. Viabilidad de las células VERO tratadas con diferentes tratamientos.

Sp 35 - 60 =S. parryi 35-60 ug/mL, CC = Medio de cultivo celular con células VERO sin tratamiento

Control - = Etanol 2%, Control + = Tritén 2%
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Figura 17. Viabilidad de las células VERO tratadas con diferentes tratamientos.

Pd 20 — 120 = P. decompositum 20-120 pg/mL, CC= Medio de cultivo celular con células VERO sin

tratamiento, Control - = Etanol 2%, Control + = Tritén 2%

Tabla 6. Dosis Letal Media (DLsy) de los extractos metandlicos S. parryi y P.
decompositum sobre células VERO a las 24 h.

Extractos DLso pg/mL
S. parryi 52,70
P. decompositum 77,30

El comportamiento de los extractos metandlicos S. parryi y P. decompositum sobre la
linea celular Detroit 551 (fibroblastos de piel) indica que redujeron la viabilidad de las
células al estar bajo tratamiento por 24h, siendo el porcentaje de viabilidad menor
13,51% para S. parryi como se muestra en la figura 18 y para P. decompositum fue de
20,82% como se observa en la figura 19. Se determiné la DLsy mediante un andlisis de
regresion de Probit con el programa PASW Statistics 18.0, los resultados se presentan en
la tabla 7, donde se observa que el extracto de P. decompositum presento los valores de

la DLsy més bajos a las 24h.

51



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% Viabilidad en células Detroit 551

”

pe——————
G o oo
C N v

& &

N
o .\‘00 R R R KR R

SICCRES

Tratamientos

qg

7

e ——————
O O &
B PO S
R R R R

M Triton 2%
# Etanol 2%
mCC

H Sp 500

H Sp 400

W Sp 200

W Sp 120

H Sp 90

| Sp 60

B Sp 45

B Sp 30

Figura 18. Citotoxicidad del extracto metandlico S. parryi sobre células Detroit 551.

Sp 15 — 500 = S. parryi 15-500 ng/mL, CC= Medio de cultivo celular con células Detroit 551 sin

tratamiento, Control - = Etanol 2%, Control + = Tritén 2%
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Figura 19. Citotoxicidad del extracto metandlico P. decompositum sobre células Detroit

551. Pd 20 — 700 = P. decompositum 20-120 pg/mL, CC= Medio de cultivo celular con células

Detroit 551 sin tratamiento, Control - = Etanol 2%, Control + = Triton 2%
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Tabla 7. DLsg de los extractos metandlicos S. parryi y P. decompositum sobre la linea

celular Detroit 551(fibroblastos de piel) a 24h.

Extractos DLso ug/mL
S. parryi 203,63
P. decompositum 150,58

7.5. Actividad Antinflamatoria de los extractos metandlicos S. parryi y P.

decompositum sobre células monoclonales de sangre periférica (CMSP)

A las plantas S. parryi y P. decompositum se les evalud la actividad antiinflamatoria
sobre CMSP y la interpretacion estadistica de los resultados se realizé con el programa

Rest 2009 mediante el método 27 2 con un indice de confiabilidad del 95%.

En la figura 20, se muestra la expresion génica de interleucinas-1 (IL-1) en CMSP
tratadas con el extracto metandlico P. decompositum a concentracion de 400, 500 y 700
png/mL. La IL-1 fue normalizada por la expresion del gen enddgeno B-Actina, existe
diferencia significativa en las tres concentraciones evaluadas con respecto al control

lipopolisacarido (LPS).

e W LPS

4 mC.C

. m Pd 700
m Pd 500
* Hm Pd 400

Expresion genica IL-1
O L N W H U1 OO N
1

LPS C.C. Pd 400 Pd 500 Pd 700

Tratamientos *P<0,000 *p<0,043 *P<0,034

Figura 20. Expresion génica de IL-1 en CMSP tratadas con P. decompositum.

Pd 400 — 700 = P. decompositum. 400-700 ug/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control +=LPS
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En la figura 21, se muestran la expresion génica de IL-1 en CMSP tratadas con el
extracto metanodlico S. parryi en concentraciéon de 300, 400 y 500 pg/mL. La IL-1 fue
normalizada por la expresion del gen endogeno B-Actina, existe diferencia significativa

en las tres concentraciones evaluadas con respecto al control LPS.

8

7 -
i
= 6

mLPS

Ss -
S EmC.C
o0 4 -
S B Sp 500
23
5 m Sp 400
>
w * * m Sp 300

1 -

0

LPS c.C. Sp 300 Sp 400 Sp 500

Tratamientos

*P<0,029  *P<0,029  *P<0,016

Figura 21. Expresion génica de IL-1 en CMSP tratadas con S. parryi.

Sp 300 - 500 = S. parryi. 300-500 ug/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control + = LPS

En la figura 22, se muestran la expresion génica de IL-6 en CMSP tratadas con el
extracto metanolico P. decompositum en concentracion de 400, 500 y 700 pg/mL. La IL-
6 fue normalizada por la expresion del gen endogeno [B-Actina, existe diferencia

significativa solo en la concentracién de 400 pg/mL con respecto al control LPS.

54



© 10 -

=

8 g mLPS

=

g mCC

S 6

< m Pd 400

T 4 ® Pd 500

Q

S 2 * * * m Pd 700
0

LPS C.C. Pd 400 Pd 500 Pd 700

Tratamientos *P<0,000 *P<0,067 *P<0,0441

Figura 22. Expresion génica de IL-6 en CMSP tratadas con P. decompositum.

Pd 400 - 700 = S. parryi. 400-700 ug/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control + = LPS

En la figura 23, se muestran la expresiéon génica de IL-6 en CMSP tratadas con el
extracto metandlico S. parryi en concentraciéon de 300, 400 y 500 pg/mL. La IL-6 fue
normalizada por la expresion del gen enddgeno -Actina, existe diferencia significativa

en las tres concentraciones evaluadas con respecto al control LPS.
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*P<0,029 *P<0,000 *P<0,000

Figura 23. Expresion génica de IL-6 en CMSP tratadas con S. parryi.

Sp 300 - 500 = S. parryi. 300-500 ug/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control + = LPS
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En la figura 24, se muestran la expresion génica de IL-8 en CMSP tratadas con el
extracto metanodlico P. decompositum en concentracion de 400, 500 y 700 ug/mL. La IL-
8 fue normalizada por la expresion del gen enddgeno [-Actina, existe diferencia

significativa en la concentracion de 400 y 500 pg/mL con respecto al control LPS.
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.G 3 _
g H Pd 400
22
] * m Pd 500
1 A * *
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Tratamientos  «p_0000  *p<0,034  *P>0,063

Figura 24. Expresion génica de IL-8 en CMSP tratadas con P. decompositum

Pd 400 — 700 = P. decompositum. 400-700 pg/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control + = LPS

En la figura 25, se muestran la expresion génica de IL-8 en CMSP tratadas con el
extracto metandlico S. parryi en concentracién de 300, 400 y 500 pg/mL. La IL-8 fue
normalizada por la expresion del gen endogeno B-Actina, existe diferencia significativa

solo en la concentracion de 300 pg/mL con respecto al control LPS.
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Figura 25. Expresion genética de IL-6 en CMSP tratadas con S. parryi.
Sp 300 - 500 = S. parryi. 300-500 ug/mL, CC= células CMSP sin tratar, Control + = LPS

7.6. Formulacion farmacéutica

Se formul6 un gel a base de un polimero el Carbopolol® 971P NF y como ingrediente
activo  extracto metandlico P. decompositum, a 400 pg/mL, que presentd mayor
actividad anticdlculo, asi como antimicrobiano contra P. gingivalis, P.intermedia y S.
mutans, ademds de reducir la expresion de las citocinas inflamatorias IL-1p, IL-6 y IL-8

en la concentracion que fue formulado como se muestra en la figura 26.

Figura 26. Formulacién farmacéutica de un gel anticdlculo (antisarro) con el extracto P.

decompostium.
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8. DISCUSION

A través de los afos, y con la ayuda de la investigacion cientifica, ha sido posible validar
experimentalmente los beneficios curativos de muchas plantas mediante protocolos de
investigaciéon que incluyen ensayos de laboratorio, pruebas en animales y estudios
clinicos controlados practicados en humanos (Villarreal et al., 2014). En la actualidad el
estudio de las plantas medicinales como uno de los recursos mds importantes de la
Medicina Tradicional Popular Mexicana, entra en una etapa de habitual interés en el
medio médico y cientifico nacional (Cirilo et al., 2011). Y esto se confirma debido a que
el 30 por ciento de los farmacos utilizados en medicina proceden del reino vegetal, y hay
una tendencia notable a elevar esta cifra, debido al constante descubrimiento de nuevos

principios activos de origen botdnico (Villarreal et al., 2014).

Las plantas evaluadas en este trabajo fueron seleccionadas debido a su uso frecuente en
la medicina popular, a los pocos estudios etnofarmacoldgicos y a su distribucion en el
noroeste de nuestro pais México. Uno de los objetivos de este trabajo fue la obtencién de
los extractos metandlcos de E. ciliatum, S. parryi y P. decompositum, de acuerdo a los
resultados obtenidos observamos que el mejor rendimiento se obtuvo en la especie S.
parryi con 19.45%, siendo este rendimiento superior en un 41% aproximadamente en

comparacion con el obtenido de la especie P. decompositum.

En el perfil fitoquimico de los extractos metandlicos de E. ciliatum, S. parryi y P.
decompositum, los tres fueron positivos a las insaturaciones, al grupo carbonilo, a los
taninos, esteroles y triterpenos, cumarinas, carbohidratos y solamente fue positivo a las
saponinas y sesquiterpenlactonas el extracto P. decompositum, las cuales de acuerdo a
varios autores (Jiménez et al. 1992, Alarcén et al. 2000, Villar 2001, Sepulveda et al.
2003) reportan su presencia como los compuestos mds abundantes, aunque fueron
analizados en un extracto hexdnico y en este estudio fue metandlico y también estdn
presentes; las cumarinas le confieren actividad antimicrobiana concordando con (Avalos
y Perez 2009). En S. parryi, no se tienen reportes de fitoquimicos presentes en la planta,
siendo estos tal vez los primeros en documentarse. Las tres plantas de este estudio

dieron negativa la prueba para alcaloides, pero sin embargo en estudios fitoquimicos
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preliminares revelaron que las raices de P. peltatum otra especie del genero Psacalium
probablemente también contiene saponinas y esteroles (terpenoides) asi como alcaloides,
segin estudios realizados por (Rivera et al., 2004) y ambos metabolitos secundarios
estan presentes en P. decompositum, pero no los alcaloides los cuales también han sido
reportados en rizomas y raices de P. peltatum por Casillas et al. (2006) y han sido
descritos como fitoquimicos que proporcionan beneficios para la salud al actuar como

antioxidantes y antiinflamatorios (Dillard y Bruce, 2000, Rivera et al., 2004).

Dentro de la actividad antimicrobiana S. parryi presentd accién contra las bacterias
periodontopatégenas presentando halos de inhibiciéon de hasta 18.1 mm contra P.
intermedia, sin embargo no hay antecedentes publicados sobre actividad bioldgica para
esta planta. En esta investigacion se observo que el extracto P. decompositum inhibi6 el
crecimiento de las tres bacterias en estudio teniendo un efecto antimicrobiano mayor
destacando su accién contra P. gingivalis con halos de inhibicion de 10.4 mm; esto
puede deberse a que como Jiménez et al (1992), Lang (2003) y Merino et al. (2015);
reportaron que compuestos como el cacalol y algunos de sus derivados le confiere
actividad antimicrobiana, contra microorganismos como S. aureus, S. pyogenes, E. coli,
P. aeruginosa, Proteus mirabilis y hongos como C. albicans, C. neoformans. Se observo
que P. decompositum tiene un efecto antimicrobiano mayor ya que inhibid el
crecimiento de las tres bacterias en estudio en comparacion con los resultados obtenidos
por Almanza (2004), mds amplio, el cual utilizé los extractos hexdnico vy
diclorometdnico de una planta del mismo género la especie P. peltaum, el cual inhibi
el crecimiento sobre solo una bacteria Bacillus subtilis de seis evaluadas a una
concentracion de 10 y 100 pg/mL con ambos extractos (Almanza Pérez et al. 2004). Se
han reportado diversas plantas pertenecientes a la familia Asteracea con actividad
antimicrobiana como las referidas por Vega & Lopez (2014) en los extractos
hidroalcéholicos de Baccharis genistelloides (callua), Jungia paniculata (matico) y
Perezia multiflora (escorzonera) inhibiendo a bacterias Gram positivas Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis ATCC 11774.25. Y el extracto metandlico de E.
ciliatum, no presentd actividad antimicrobiana en contra de ninguno de los

microorganismos en estudio.
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El céalculo dental es considerado como el biofilm dental mineralizado, el cual esta
relacionado con la progresion de la enfermedad periodontal, es un factor que predispone
al desarrollo de una bolsa periodontal proporcionando asi una superficie que facilita la
adhesion de los microorganismos. El cdlculo es muy variable en la composicion
quimica, cristalinidad y tamafio de los cristales (Hayashizaki J.et al. 2008).
Frecuentemente en una muestra de calculo se encuentran dos o mds formas de cristales,
la hidroxiapatita y el fosfato octacélcico de un 97 a 100% dentro de la composicién del
calculo supragingival. La brushita es mds frecuente en la regiéon mandibular anterior y la
whitlockita de magnesio, en las zonas posteriores. Atin y cuando hay pérdida de peso del
célculo dental después del tratamiento con los extractos metandlicos, sélo el extracto P.
decompositum logra la disolucion del célculo dental en més del 39.84%, en la fig.9 se
muestran los patrones de difraccion de las muestras tratadas es evidente la aparicion de
picos de difraccién, siendo estos los relacionados a la fase dahllita, la cual sugiere la
“desmineralizacion” del célculo dental, se puede apreciar cualitativamente una leve
ausencia de la intensidad de la sefal de la fase dahllita y esto puede ser debido a que esta
fase corresponde a una forma poco cristalina de carbonato de calcio, f6sforo, magnesio y
sodio. Es relevante mencionar que la técnica de difraccion por rayos X (XRD) permite
visualizar las fases que al menos tengan el 1% en peso de sélidos totales, por tal motivo
sOlo se detectaron las fases Dahllita e Hidroxiapatita. Los resultados obtenidos son
semejantes a los descritos por (Shu-Dong Jiang, et al., 2015). Asi mismo estos resultados
son importantes debido a que los agentes anticalculo en los afios 50’s fueron ideados
para disolver y descalcificar los depdsitos de célculo dental y estos eran quelantes que
lesionaban la estructura dental (cemento). El ricinoleato sddico, reducia los depdsitos de
cdlculo, pero de sabor desagradable. En los 60’s, los agentes empleados fueron
antiséptico y antibidticos, enzimas y combinaciones de estos, componentes cationicos de
superficie activa y urea a altas concentraciones. Ninguno se mostré como definitivo para
el control del célculo. En los 70’s, la estrategia anticalculo se baso en la inhibicion del
crecimiento de los cristales de HAP mediante pirofosfatos y sus andlogos. Los estudios
preliminares demostraron que en boca, era hidrolizado por pirofosfatasas bacterianas y
reducia la formacién de cdlculo pero no a la gingivitis. (Mandel & Uaffar., 1986). Las

sales de zinc fueron como agentes antiplaca y anticdlculo. (Lobene, R. A. et al., 1987),
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tanto el cloruro de zinc como el citrato de zinc (Ingram et al., 1992). La clorhexidina y el
cloruro de bencetonio, han sido investigados como agentes antiplaca y antibacterianos,
sin embrago, aun y cuando se utiliza de manera conjunta con un agente anticdlculo de
zinc, no son eficaces, pero los colutorios de clorhexidina, son magnificos agentes
antiplaca y reductores de gingivitis y sangrado, no reducen al célculo y tifie las piezas
dentales (Yates et al., 1993). En el estudio “Cambios clinicos producidos por una pasta
dental con digluconato de clorhexidina y lactato de cinc en pacientes con gingivitis”
llevado a cabo por Alonso y Plana (1995) los resultados indicaron que la cantidad de
célculo presente en los pacientes se mantuvo igual después de someterse al ensayo ain y
cuando indican que las sales de zinc combinadas con la clorhexidina pueden disminuir la
cantidad de él. Estos resultados coinciden con los resultados presentados por Curull y
Arias (2001), donde hablan de los dentifricos, geles y colutorios. ;Por qué y para qué?
Revision y actualizacién; en donde los componentes pirofosfatasas solubles, sales de
zinc (cloruro de zinc y citrato de zinc) difosfonatos y la combinacién con agentes
antimicrobianos como el triclosan con un polimero (Lacer oros) o con citrato de zinc
(Gingilacer), otro con fluoruro sddico, triclosan y un copolimero (Colgate total), ademds
posee accidn antigingivitis, anti-caries y anti-placa. El mecanismo de accién de estos
compuestos se basa en: retencidén activa en saliva y placa, interferir en la fase de
formacion del célculo y un efecto en la mineralizacion-eliminacion de placa; reducen el
célculo supragingival pero su relevancia clinica todavia no ha sido probada. En el caso
del extracto metandlico S. parryi no presentd la actividad de disolucién del cédlculo

dental.

De las imagenes que se presentan en los resultados de la fig. 10 a la fig.15 se puede
apreciar el cdlculo dental con y sin tratamiento y a diferentes magnificaciones donde
sobresalen la de 10,000 y 20,000 magnificaciones porque en ellas se puede observar
claramente la presencia de una superficie porosa prevaleciendo una matriz
desorganizada y al menos dentro de la literatura no se encontraron estudios semejantes al
realizado en este trabajo, donde se estudie la superficie del cédlculo dental después de ser
sometido a un determinado tratamiento ya sea con algin colutorio, pasta o dentifrico

dental.
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En la citotoxicidad de los extractos metandlicos de S. parryi y P. decompositum
indicaron que la viabilidad celular por la técnica de MTT manifestada en diferentes
lineas celulares es reducida, en el caso de P. decompositum con las células VERO fue de
32,38% a una concentracién de 120 pg/mL y con las células Detroit 551 fue de 20,82%
a una concentraciéon de 700 pug/mL y ésta fue mayor comparada con la viabilidad
reflejada por el extracto metandlico S. parryi ya que con las células VERO fue de
17,25% a una concentracién de 60 pg/mL y con las células Detroit 551 fue de 13,51 a
una concentracién de 500 ug/mL; el resultado presentado por P. decompositum difieren
de los presentados en el estudio realizado por (Garcia.G.V. et al., 2013) con el acido
cumdrico obtenido del extracto acuoso de P. decompositum para tratar la linea celular
HepG2 donde la viabilidad fue del 97% a una concentracion de 5,2 pg/mL. En cuanto al
extracto metandlico de S. parryi hay escasos reportes sobre su actividad bioldgica y con
respecto a su toxicidad no existen reportes en la literatura sobre ello; lo mas
sobresaliente es lo que se mencionan sobre la familia Caryophyllaceae Juss a la cual
pertenece la planta S. parryi y en la publicacion sobre “Las plantas de extractos. Bases
para un plan de desarrollo del sector” por la fundacion Alonso Martin Escudero (Gémez
y Villarino, 1995) en donde la planta Saponaria officinalis, es toxica como consecuencia
del contenido de saponinas por lo que no se debe sobrepasar de la dosis recomendada ya
que puede producir por sobredosis o por hipersensibilizacién individual, irritacién de
mucosas digestivas y depresion con disminucion de la actividad de los centros nerviosos
respiratorios y cardiacos. Asi como también en el libro de Toxic Plants of North
América (Burrows y Tyrl, 2012) donde de la familia Caryophyllaceae Juss, se
reconocen cuatro géneros Agrostemma, Drymaria, Saponaria y Vaccaria que pueden
causar intoxicacion debido a que contienen saponinas esteroides que son glucdsidos de
oleananos pentaciclicos, sin embrago algunas saponinas similares a las presentes en los
géneros toxicos conocidos también se encuentran en algunos otros géneros, por ejemplo,
Doanthus y Gypsophila (Connolly y Hill 1991). Aunque las especies de estos taxones no
han sido reportadas como tdxicas, pueden en circunstancias inusuales causar efectos

adversos cuando se ingieren grandes cantidades de ellas, ademds, las proteinas
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inactivadoras de ribosomas tipo 1 (RIPs) estdn presentes en algunos géneros (Gasperi-

Campani et al, 1985).

Con respecto a los resultados obtenidos de la actividad antiinflamatoria el extracto
metandlico S. parryi reprime de manera significativa con respecto al control la expresion
de las citosinas IL-1p, IL-6 ambas en las concentraciones que se probaron de 300, 400 y
500 pg/mL y en la IL-8 solo en la concentracion de 300 pg/mL, es relevante mencionar
que no hay informes de esta actividad reportados en la literatura siendo estos los
primeros de ellos. Y el extracto metandlico P.decompositum reprime de forma
significativa con respecto al control (LPS) la expresion de las citosinas IL-1 en las tres
concentraciones que se probaron 400, 500 y 700 ug/mL y en la IL-6, reprime la
expresion solo en la concentracion de 400 ug/mL y en la IL-8 reprime la expresion de en
la concentraciéon de 400 y 500 ug/mL. Aun y cuando hay pocos reportes sobre esta
actividad en el estudio in vivo “Efecto de fructooligosacaridos aislados de Psacalium
decompositum sobre el perfil inflamatorio de ratas obesas” donde probaron una fraccién
de carbohidratos tipo inulina (fructooligosacaridos) donde ademds de reducir
significativamente el peso corporal de los especimenes de experimentacién (ratas
Wistar) gener6 cambios importantes en el perfil inflamatorio, afectando las
concentraciones séricas de IL-6, IL-1p, las cuales coinciden con las citosinas que se
estudiaron en nuestra investigacion, también las concentraciones séricas de IFN-y, MCP-
1, y VEGF se vieron afectadas. (Almanza et al., 2013). Asi mismo en trabajo realizado
para evaluar la Actividad antiinflamatoria de compuestos aislados de Psacalium
decompositum en vivo e in vitro (macréfagos), mismas células en las cuales se realizo el
presente estudio en el ensayo in vivo tanto el cacalol y el acetato de cacalol (sustancias
aisladas de la raiz de P. decompositum) inhiben significativamente el desarrollo del
edema auricular hasta en un 40% con respecto al control. Y los cultivos tratados con los
compuestos disminuyeron significativamente las concentraciones de TNF-a, IL-6 e IL-
1B lo que se concluye con la reduccion de la inflamacion a través de la modulacion de
las citosinas inflamatorias; estas ultimas citosinas coinciden con las evaluadas en nuestro
estudio donde se disminuye también significativamente la expresion de ellas pero al
tratarlas con todo el extracto metandlico de P. decompositum no solamente con un

compuesto especifico de la planta (Mora et al., 2016).
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La formulacion del gel a base de polimero (Carbopolol® 971P NF) donde el ingrediente
activo es el extracto metandlico P. decompositum a una concentracion de 400 pg/mL, el
cual presenta actividad anticdlculo, asi como antimicrobiano contra P. gingivalis, P.
intermedia y S. mutans, ademds de reducir la expresion de la citosinas inflamatorias IL-
1B, IL-6 y IL-8, esto es debido a las propiedades fueron probadas in vitro, lo cual puede
ser una alternativa en la que destaca la propiedad anticdlculo, esto es debido a que en la
literatura existen escasos reportes de formulaciones con estas cualidades o propiedades y
solamente sobresale la propiedad antimicrobiana, antiplaca lo que coadyuva al
tratamiento de la enfermedad periodontal en conjunto con la remocién mecdnica
realizada por el individuo que presenta enfermedad periodontal; tal es el caso del estudio
donde se realiz6 la formulaciéon de un gel a base de extracto de granada, siendo este
efectivo para el control de placa. (Somu, CA et al., 2012). Sin embargo en Espana se
presentd la patente con el numero de solicitud: 8800251 “Una composicién oral
antibacteriana antiplacas y anticdlculos, que contiene polifosfato”, en la que estdn
incorporadas, en un vehiculo oralmente aceptable, una cantidad anticdlculo eficaz de un
material que comprende al menos una sal de polifosfato deshidratado molecularmente,
lineal, como agente anticdlculo esencial, y una cantidad antiplaca eficaz de un agente
antibacteriano no catiénico, sustancialmente insoluble en agua y esta composicion es
utilizable como dentifrico, enjuague o chicle. (Gaffar et al., 1989). Asi como también en
el 2005 se presentd otra patente con la formulacion de “Oral anti-calculus compositions
and methods of use thereof” con nimero de publicacion: 20080031831; esta invencion
en particular se refiere a composiciones a base de aceite formuladas para su uso como
productos de higiene oral, la invencién proporciona nuevas composiciones orales
antisarro que comprenden una mezcla de aceite vegetal sustancialmente anhidra y
aditivos asi como portadores oralmente aceptables, es una mezcla de aceite vegetal como
constituyente principal y otro aceite en una proporcion de al menos 10/1,
respectivamente, en el que el constituyente principal de aceite comprende un aceite
vegetal comestible y la constituyente de aceite menor comprende un aceite
emulsionante, aromatizante, aceite antiséptico, aceite anti-inflamatorio, o una
combinacién de los mismos. El aceite principal comprende al aceite de girasol y el

constituyente de aceite de menor comprende aceite de citricos, aceite de menta, aceite de
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romero, aceite de manzanilla, o aceite de clavo, o una combinacién de los mismos,
ademds aceite de eucalipto, aceite esencial de aguja de pino, zalby, o una combinacién
de los mismos. La composicién oral anti-cdlculo de la invencién se puede convertir en
diversidad de formulaciones orales incluyendo formulacién seca, en gel, o una emulsion.
Las formulaciones orales incluyen pasta de dientes, dentifrico de gel, polvo dental,
enjuague bucal, enjuague bucal, endurecedor diente, composicién antiplaca, goma o
pastilla (Moein 2008). Ambas formulacién tienen la misma intencién de reducir la
formacion del cdlculo dental mas no de disolver el calculo dental una vez presente en la
superficie dental que es lo que el extracto metandlico P. decompositum lleva a cabo de
acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos realizados in vitro por otra parte la
formulacion realizada en el presente estudio difiere en que no se ha probado en pacientes
al igual que la patente generada en Espafia con el nimero de solicitud: 8800251 y
solamente la patente realizada en Estados Unidos con nimero de publicacion:
20080031831, si fue probada en pacientes obteniendo resultados en la reduccién de la
formacion de calculo dental supragingival de hasta un 55%, sin embrago no especifica
la dosis proporcionada para llevar a cabo dicha aplicaciéon solamente menciona que la
dosificacion de las composiciones dependerd de un estado dental y/o enfermedad de las
encias especifico y otros factores clinicos tales como la edad, y fisica y el estado del
humano o animal y la via de administracién de los compuestos o composiciones, es decir
la dosis precisa a emplear de la formulacion, debe ser recomendada de acuerdo al juicio

del médico de atencidn dental y circunstancias de cada paciente.
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9. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

De los extractos metandlicos obtenidos de la raiz de E. ciliatum, S. parryi y P.
decompositum, el que produjo mayor rendimiento fue S. parryi 19.45% y el de

menor rendimiento fue el extracto de P. decompositum 8.1%.

Se identificé la presencia de insaturaciones, taninos, carbohidratos, esteroles,
triterpenos, cumarinas, en las tres plantas en estudio; ademds de saponinas y

sesquiterpenlactonas en P. decompositum y quinonas en S. parryi.

Los tres extractos metandlicos de E. ciliatum, S. parryi 'y P. decompositum
mostraron actividad antibacteriana sobre los microorganismos evaluados, el de

mayor actividad fue de S. parryi.

El extracto metandlico de P. decompositum disolvié el cilculo dental en un 39%,
ocasionando una superficie cristalina muy porosa y una matriz desorganizada

observada por difraccion de rayos X (DRX).

La citotoxicidad de los extractos activos de P. decompositum 'y S. parryi sobre la
linea célula normal VERO vy la linea celular Detroit 551 (fibroblastos de piel), el
mads toxico fue el de S. parryi en ambas lineas celulares; con una DLsy de 77,30
ug/mL para P. decompositum y de 203,63 ug/mL para S. parryi sobre las células
VERO y una DLsg de 52,70 para P. decompositum y 150,58 para S. parryi. sobre
los fibroblastos de piel.

La actividad antinflamatoria de los extractos en estudio redujeron la expresion de
las citocinas IL-1f, IL-6 y IL-8 a concentraciones de 300 ug/mL para S. parryi y
400 pg/mL para P. decompositum.
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10. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos se puede determinar que el extracto metandlico P.
decompositum puede ser una nueva alternativa como coadyuvante en el tratamiento de la
enfermedad periodontal esto es debido a que presenta actividad relevante sobre P.
gingivalis y P.intermedia con una CIM de 500 pg/mL y de 700 pg/mL sobre S. mutans,
Sobresale la propiedad de disolver el cdlculo dental (sarro dental) a una concentracion de
400 pg/mL, ademas de presentar actividad antinflamatoria en células monoclonales de
sangre periférica (CMSP) debido a que logra de manera significativa reducir la
expresion de las citosinas IL-1B, IL-6 y IL-8, y ain y cuando presenta una moderada
citotoxicidad tanto en células normales VERO con una DLsy de 77,30 pg/mL y en
fibroblastos de piel con una DLsy de 150,58 ug/mL; es necesario evaluar a diferentes
periodos de tiempo, porque el tiempo de enjuague bucal es de 30 s (Parashar 2015) y asi

determinar si en este tiempo puede ser toxico para la mucosa oral.

En cuanto al extracto metanodlico S. parryi es relevante mencionar que existe poca
informacién reportada sobre las propiedades o cualidades de esta planta sobresaliendo su
actividad antimicrobiana contra microorganismos periodontopatégenos, ademds de
presentar actividad antinflamatoria sobre CMSP debido a que logra de manera
significativa reducir la expresion de las citosinas IL-1B, IL-6 y IL-8; y al igual que P.
decompositum debe evaluarse la citotoxicidad a diferentes periodos de tiempo sobre todo

si la aplicacion es en cavidad bucal.
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