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Trabajo cientifico

Neolignanos de Krameria ramosissima (A. Gray) S. Watson
con actividad contra Porphyromonas gingivalis, evaluacion
citotoxica y mutagenica

Neolignans from Krameria ramosissima (A. Gray) S. Watson with activity against
Porphyromonas gingivalis, cytotoxical and mutagenic evaluations
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Resumen

Porphyromonas gingivalis, es una de las bacterias asociadas a la enfermedad periodontal, y ha sido relacionada con lesiones
coronarias, neumonia y preeclamsia. El propdsito de este estudio fue evaluar el extracto metandlico de raices de Krameria
ramosissima contra P. gingivalis (ATCC 53978), determinar su actividad citotoxica en fibroblastos humanos (ATCC CRL-7222 Hs
274.T) y su potencial mutagénico mediante la prueba de Ames. Las concentraciones a evaluar fueron 500, 400, 300, 200, 150,
100, 75 y 50 pg/mL, siendo la concentracién minima inhibitoria de 300 pg/mL. Mediante cromatografia en columna se
obtuvieron 14 fracciones, de las cualesla 7 yla9 presentaron mayor actividad (P<0.05). Se identificaron por espectrometria de
masas dos neolignanos en las fracciones 7 y 9 con pesos moleculares de 314y 296 respectivamente. El extracto y las fracciones
activas evaluadas a la concentracion de 300 pg/mL fueron negativas en las pruebas de citotoxicidad y mutagenecidad.

Abstract

Porphyromonas gingivalis, is one of the bacteria associated with periodontal disease that has been related to coronary
artery disease, pneumonia, and preeclampsia. The purpose of this study was to evaluate the methanol extract of roots of
Krameria ramosissima against P. gingivalis (ATCC 53978), its cytotoxic activity in human fibroblasts (ATCC CRL-7222 274.T
Hs) and its mutagenic potential using the Ames test. Asessed concentrations were 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 and 50
pg/mL, with the minimum inhibitory concentration being of 300 ug/mL. By column chromatography were obtained 14
fractions of which the fractions 7 and 9 showed higher inhibitory activity (P <0.05). By means of mass spectrometry we
identified two neolignans in the fractions 7 and 9 with molecular weights of 314 and 296 respectively. The extract and the
active fractions evaluated at the concentration of 300 pg/mL were negative in the mutagenicity and cytotoxicity tests.
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I ntroduccion

En las Ultimas décadas se ha incrementado € interés de la
comunidad cientifica en el estudio de plantas medicinales
debido a que son unafuente importante de principios activos, se
calcula que e 30% de los farmacos empleados en los paises
industrializados se han sintetizado a partir de productos
vegetaes.1:2

El término etnofarmacologia se registra por primera vez en
1967 en d titulo del libro: “Ethnopharmacologic Search for
Psychoactive Drugs’, donde se mencionan los usos en la
medicina tradicional de sustancias naturales con propiedades
alucinégenasy explicacomo los productos naturales han sido el
origen de f&rmacos con estas aplicaciones.® Actuamente se
considera que € concepto de etnofarmacologia incluye la
observacion, identificacion, descripcién e investigacion
experimental de forma interdisciplinaria de los agentes
biolégicamente activos que han sido tradicionamente
empleados u observados por el hombre.#

Se reconoce que las raices de Krameria ramosissima han sido
utilizadas tradicionalmente como astringente y antibacteriano
en enfermedades de la cavidad oral, especialmente en gingivitis
y periodontitis,® sin embargo la actividad antibacteriana de esta
especie no ha sido documentada de manera especifica. En
Sudamérica se han utilizado para la elaboracion de dentifricos
especialmente las especies K. lappacea y K. triandralb,
comercialmente éste género ha sido utilizado para tefiir lanay
pieles con tonosrojoy caférojizo, asi como paralamanufactura
detintasy colorantes en vinos.”

La especie Krameria ramossisima (A. Gray) S. Watson,
también conocida como calderona o ratania, es un arbusto
generalmente menor a 60 cm, difusamente ramificado y rigido,
algunas veces casi postrado, las flores aparecen de abril amayo,
solitarias, en pedinculos axilares, de marrén a purpura,
alrededor de 1.2 cm de ancho 0 menos; con cinco sépal os, cinco
pétalos desiguales, los tres superiores largos y de forma de
garras, los inferiores més cortos, sésiles y carnosos; estambres:
cuatro libres y 2 anteras. Su fruto pedunculado de 1.2 cm de
longitud con pelillos densos, globoso u ovoide, densamente
pubescente, rojo, con espinas no barbadas, una semilla. Hojas
alternas o fasciculadas en las axilas, simples, lineales o
lanceoladas, agudas 0 acuminadas, de 0.2 a 0.6 cm de longitud,
margen  entero,  densamente  tormentoso,  gris.>®
Geogréficamente se distribuye en el sur y oeste de Texas en
EUA y enlos estados de Tamaulipas, Coahuilay Nuevo Ledn en
México.67

Algunos estudios reportan actividad de algunas variedades de

éste género vegeta en tratamientos para vulvovaginitis (K.
triandra),® colitis (K. triandra),1° cancer en intestino, estémago
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y lengua (K. cystisoides, K. ramosissima)ll, actividad
antioxidante y antiproliferativa (K. erecta)l?, y actividad
antiinflamatoria (K. pauciflora)l3. La actividad antibacteriana
reportada ha sido para K. lappacea, con bacterias como
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.i4

En € presente estudio, es de especia interés la evaluacion
antibacteriana sobre la bacteria anaerobia Porphyromonas
gingivalis reconocida como unade las principal es bacterias que
lesionan los tejidos periodontales,>16 ademéds de ser
relacionada con enfermedades sistémicas tales como inductora
de lesiones coronarias,1” en neumonia, '8 y preeclampsia.l®

En cuanto a la identificacion de compuestos dentro de los
extractos del género Krameria, se han documentado
neolignanos, |los cuales son de interés bioldgico ya que algunos
lignanos se asocian con actividad bactericida, fungicida y
antitumoral .20-23

En cuanto a la viabilidad celular, se consider6 importante
complementar el perfil biolégico de las sustancias aandizar ya
gue actualmente el agente antiséptico que mas se utiliza para el
manegjo y prevencion de la enfermedad periodontal es la
clorhexidina al 0.12% la cua ha sido reportada recientemente
con actividad citotdxica 242, |o cual nos obliga a considerar
nuevas sustancias para este uso terapéutico, considerando asi
mismo su inocuidad en células. Los resultados encontrados
hasta este momento respecto a K. ramosissima es andlisis del
extracto hidroalcohdlico de la parte aérea de esta planta con
linea celular de de hepatoma humano (Huh7) donde se reporta
como no citotdxico frente alas células.2”

El efecto mutagénico de K. ramosissima mediante la prueba de
Ames no fue encontrado en la busqueda bibliografica como
referente especifico. Se reporta un trabajo de la evaluacion de
20 plantas entre ellas K. lappacea, para la cua realizaron la
prueba de mutagenecidad mediante el ensayo con Escherichia
coli WP2 encontrando gue no hay actividad mutagénica.2

El reconocer la actividad in vitro con la bacteria de interés, asi
como e fraccionamiento del extracto de la raiz de K.
ramosissima mediante cromatografia en columna para su
evaluacion especifica e identificacion de presencia de
compuestos quimicos, ademas de su andlisis citotoxico y
mutageénico, permitirdn contribuir con e conocimiento de esta
especie vegetal, considerando su viabilidad como agente
antiinfeccioso de la cavidad oral.

Material y métodos
Material biologico

Se utiliz6 lacepaP. gingivalis (ATCC 53978) paralaevaluacion
antibacteriana'y la cepa Salmonella typhimurim TA 100 requerida



parala prueba de mutagenecidad, ambas fueron proporcionadas
por el cepario del Laboratorio de Investigacion en Odontologia
Integral y Especialidades del Centro de Investigacién y
Desarrollo en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn. Lalinea celular utilizada en la evaluacién de
citotoxicidad fue laATCC CRL-7222 Hs 274.T correspondiente
a fibroblastos humanos, la cua fue provista por el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas, de
lamisma Universidad.

Material vegetal

Lasraices de K. ramosissima se obtuvieron en el municipio de
Cadereyta, Nuevo Ledn, México en febrero de 2010. Una
muestra de esta planta fue identificada, y se ha resguardado en
el Herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leodn, con € numero de
registro: 25525.

Preparacién del material vegetal y obtencién del extracto
El material vegetal fue lavado con agua destilada, |as raices
cortadas en tramos pequefios de 1 a 2 cm de largo, y
posteriormente sometidos a un horno a 40°C durante 48 h
(Felisa® modelo FE-295V). Unavez secas, las muestras fueron
trituradas por separado en un molino manua marcaVictoria® y
almacenadas en un recipiente seco.

Para la elaboracién del extracto, se pesaron 300 g de raices, se
colocaron en un Soxhlet, por 18 h con 500 ml de metanol (CTR
Scientific®). El extracto se concentrd en un evaporador
rotatorio a bgja temperatura (40-45 °C) y presion reducida
(Yamato®, modelo BM 100).2° El extracto resultante fue
pesado y envasado en viales de vidrio color ambar y
refrigerados a 4°C hasta su uso. Para calcular € rendimiento se
dividio e peso del extracto obtenido entre el peso inicial del
meaterial vegetal y e resultado se multiplicapor 100, obteniendo
asi el porcentaje de rendimiento.3°

Obtencion de fracciones a través de cromatografia en
columna

Del extracto metandlico resultante se utilizaron 4 g para
incorporarse en una columna cromatografica con 24.5 g de
silicagel G tipo 60. Se pasaron através de lacolumnadiferentes
eluentes, el sistema inicial fue cloroformo, los subsecuentes

consistieron en: cloroformo-metanol 9.5.0.5,
cloro-formo-metanol  9:1, cloroformo-metanol  8.5:1.5,
cloroformo-metanol 8.2, cloroformo-metanol 73,
cloroformo-metanol 6.4, cloroformo-metanol 5:5,

cloroformo-metanol 4:6, cloroformo-metanol 3:7 y finalmente
metanol.

Las fracciones obtenidas fueron sometidas a un evaporador
rotatorio abaja temperatura (45 °C) y presion reducida (Yamato®,
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modelo BM 100) y agrupadas de acuerdo a su perfil
cromatografico en capa fina.3!

Actividad antimicrobiana

Se utiliz6 e método de difusién en disco para evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto metandlico y las
fracciones obtenidas a través de la columna cromatografica
(Tablal).32 Para ello se utilizd la cepa de P. gingivalis ATCC
53978, la cua fue gustada al tubo 5 de la escala de M cFarland
en (15 x 108 UFC/mL), se tomaron 100 pL de cada tubo con el
crecimiento bacteriano y se depositd en cagjas Petri con agar
Mueller Hinton con 5% de sangre (BBL®), posteriormente se
toman 10uL del extracto y las fracciones a probar, para
impregnarse en papel filtro estéril de Whatman No.l1
(Whatman® International LTD England). Se realiz6 por
triplicado con las concentraciones 1000, 500 y 250 pg/mL,
utilizando como solvente dimetil sulféxido (DMSO, marca
CTR® Scientific) a 5% con agua bidestilada estéril; como
controles se utilizaron agua bidestilada estéril con DM SO a 5%
como control negativo y Clorhexidina al 0.12% (Consepsis-
Ultradent®) como control positivo.3® El procedimiento fue
realizado dentro de una cdmara de anaerobiosis marca Plas
Labs® modelo 830-ABC, como una mezcla anaerobia
compuesta por 10/13 cmol/mol bioxido de carbono, 20/13
cmol/mol hidrégeno y balance con nitrégeno, por Praxair®.34
Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. La actividad
antimicrobiana se determind midiendo el didmetro delazonade
inhibicion expresado en mm mediante un calibrador vernier
(Che Cientific®).

Deter minacion de Concentracion Minima I nhibitoria (CMI)
Se utilizo la técnica de microdilucion en placa de 96 pozos.3®
Las concentraciones a evaluar fueron 500, 400, 300, 200, 150,
100, 75, 50 pg/mL, también fueron incluidos muestras blanco
con medio tiogliolato enriquecido con vitamina k y hemina
(BD®), medio con indculo y medio con controles antes
mencionados (DMSO a 5% como control negativo y
Clorhexidina a 0.12% como control positivo). Nuevamente
mediante camara de anaerobiosis fue depositado €l indculo
gjustado alaescala 0.5 de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Los
ensayos fueron realizados por triplicado. La placa fue incubada
a 37°C durante 48 h. Después de este tiempo se midi6 la
absorbancia OD600 mediante €l espectrofotdmetro modelo
SmartSpec Plus® marca Bio-Rad®. La menor absorbancia
entre las concentraciones probadas, después de restar la
reconocida turbidez misma del extracto por su concentracién
evaluada se considera que es la concentracion minima
inhibitoria (CMI).

Citotoxicidad mediante la técnica de rojo neutro con
fibroblastos
Lalinea celular de fibroblastos humanos ATCC CRL-7222 Hs
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274.T fue cultivada a una temperatura de 37 °C, en una
incubadora de humedad controlada con una atmoésfera de 95%
de airey 5% de CO? (SHE L LAB® modelo TC2323).

Las célulasfueron cultivadas en el medio DMEM High Glucosa
1X (Gibco®) y se redizaron lavados con suero salino
tamponado en fostatos (PBS, Gibco®); cada lavado fue
realizado en una campana de flujo laminar clase Il (marca
LABCONCO®). manteniéndolas en incubacién durante 24h
antesdel periodo de tratamiento, setomaron 5 x 10° células para
cadapruebay fueron depositadasen placade 24 pozos paraleer
su absorbancia a una longitud de onda de 560 nm utilizando un
lector de placas marca Biorad® Modelo 550.

Se expusieron las sustancias a evaluar en este caso las
fracciones resultantes con mayor actividad y e extracto
metandlico en la concentracion de 300 pg/mL por 24 h, los
controles fueron DMSO a 5% (CTR Scientific®) y
Clorhexidina a 0.12% (Consepsis-Ultradent®) luego se
agregaron 100 pL de rojo neutro, se elimina mediante lavado
con PBS € colorante no incorporado y luego se midio la
absorbancia nuevamente en €l lector de placas.36

M utagenecidad mediante la prueba de Ames

Se activo la cepa de referencia Salmonella typhimurim TA100
contenida en e Kit Muta-Chromo Plate® con el medio de
crecimiento incluido en el sistemadel kit; se incub6 a 37°C por
18 h. Las fracciones resultantes con mayor actividad
antibacteriana y € extracto metandlico se evaluaron en una
concentracion de 300 pg/mL., se utilizé una cantidad de 100mL
la cual fue disuelta con 0.5 mL de DMSO y agua destilada
estéril hastallegar aun volumen de 17.5 mL; posteriormente se
filtraron por una membrana de 0.22 pum para su esterilizacién en
frio. El mutégeno estandar contenido en el sistemafue el NaN;
a una concentracién de 0.5pg /100 pL. Se utilizaron placas de
96 pozos considerando una placablanco (pruebade esterilidad),
una placa como control negativo, una para control positivo
donde se utilizé azida de sodio (NaN3), una placa para cada una
las fracciones con mayor actividad antibacterianay otra para el
extracto metandlico de K. ramossisima. Se contabilizaron los
pozos positivos (con coloracion amarilla) en las ocho placas
evaluadas enlosdias 3,4,5,6y 7. 3738

Andlisis espectrométricos

Se analizaron las fracciones con mayor actividad utilizando un
sistema ESI cuadrupolo tiempo de vuelo operado a una
resolucion de 10,000. El sistema fue calibrado a un rango de
masas de 100 a 2000 usando Glufip a una concentracion de 100
femtomoles y agjustado diariamente con la relacién m/z
785.8426 para asegurar que las condiciones de operacion
durante €l andlisis fueran entre 1 a5 ppm de exactitud de masas.

Parala preparacion de la muestra se tomaron 10 mg de muestra
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pura, la cua fue disuelta en una mezcla 50/50 metanol agua. Se
disolvi6  asistiéndola con ultrasonido por 5 minutos a
temperatura ambiente, se tomaron 200 uL de lamuestra.con una
jeringa Hamilton de 250 uL e inyectados como infusion directa
a un velocidad de 5uL/min en la interface ESI del sistema
gTOF premier para larealizacién de deteccion en modalidad
MSy en modaliidad MS/MS.

L os resultados obtenidos fueron comparados con los descritos
paralas especies de Krameria reportadas.20-23

Andlisis estadistico

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

Resultadosy discusion

La planta utilizada en este estudio fue seleccionada por su uso
en lamedicinatradicional para el tratamiento de enfermedades
gingivales, asumiendo actividades antibacterianas. Los
resultados obtenidos aportan evidencia que la bacteria P.
gingivalis es sensible para e extracto metandlico de K.
ramosissima, de manera similar los estudios reportados para la
molécula aislada dihidroxibenzofurano (DHBF) obtenida de K.
lappacea, por lo que se comprueba este solvente como
adecuado para la extraccion de sustancias con actividad
antimicrobiana.4

Se obtuvo un rendimiento del extracto metandlico deraiz deK.
ramosi ssima de 32%; en la evaluacion de difusion en disco, los
halos de inhibicion obtenidos sobre P. gingivalis fueron
significativos en relacion con los controles observados
(P<0.05). Las fracciones que resultaron con mayor inhibicion
fueron la7y 9, paralos cuales los sistemas utilizados fueron:
cloroformo-metanol  7:3 y  cloroformo-metanol  6:4
respectivamente. En la Tabla 1 se detala € sistema de
extraccion con € que se obtuvo cadafracciony los halos deinhi-



bicion obtenidos para cada una de ellas. En todas las fracciones
se presentd actividad inhibitoria (inhibicion > 8 mm).32 Al
comparar las medias del efecto de inhibicion con €l control
positivo empleando la prueba t-Student se obtuvo un resultado
P< 0.05, lo cual se considera significativo.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) requerida para
inhibir el crecimiento de P. gingivalis fue de 300 pg/mL en las
fracciones de mayor actividad. No se registrO crecimiento
microbiano en las muestras control, de acuerdo alos resultados
de las lecturas de la absorbancia a OD600 en el
espectrofotémetro.

Las fracciones 7 y 9, fueron analizadas con métodos
espectrométricos, obteniendo de la fraccion 7 un compuesto
cuyo espectro ESI-M S muestra una sefia del ion molecular m/z
a 315 [M+H]*y el pico base a m/z 163 [Glucosa + H]*, en
estudios anteriores del género Krameria, se encontré en K.
cystisoides entre otros neolignanos, €  compuesto
5-(4-hidroxifenil-3-metoxifenil)-3,4-dimetil-tetrahidrofurano,2
1 con peso molecular 314, en el presente estudio selocalizo este
compuesto solo que €l pico base am/z 163 nos sugiere que esta
glicosilado por lo que una identificacién presuntiva que su
formula puede corresponder ala presentada en lafigura 1.

De la fraccién 9 se obtuvo un compuesto cuyo pico en €
espectro ESI-MS fue m/z 297 [M+H]+ por lo que su peso
molecular es 296, en los estudios sobre neolignanos de
Krameraceas, reportaron e neolignano de K. tomentosa,?°
2-(2' 4 -dihidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano) con
estructura parecida a la obtenida en este trabgo y en K.
ramosissima?3 se encontraron varios neolignanos entre ellos un
compuesto con peso molecular 296 2-(2,6-dihidroxi-
4-metoxifenil-5-propenilbenzofurano) que concuerda con €
encontrado en este estudio y cuya identificacién podria ser la
asociada alailustrada en lafigura 2.

Laviahilidad celular de los fibroblastos mediante el método de
rojo neutro dio los siguientes resultados: €l extracto metandlico
y las fracciones 7y 9 aladosis de 300 pg/mL no mostraron
dafio celular seguin lalecturade laplaca(Figura3). En laprueba
de Ames, losresultados de acuerdo alaslecturas delosdias 3 a
7 mostraron que las fracciones 7, 9 y el extracto metandlico de
K. ramosissima estan por debajo del control positivo (Figura4).
La citotoxicidad de K. ramosissima fue reportada con linea de
celular de hepatoma humano (Huh7) utilizando el extracto
hidroal cohdlico de la parte aérea de la planta; sin embargo en el
caso del presente estudio se utilizaron raices parala elaboracion
del extracto, y las células expuestas fueron fibroblastos
humanos, en ambos casos € resultado no fue citotoxico frente a
las células.?” Como se menciond anteriormente, al igual que lo
referido por diferentes estudios consultados la clorhexidina que
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fue la sustancia utilizada como control positivo antibacteriano,
mostré dafio celular sobre fibroblastos humanos, no asi las
fracciones y extracto anaizado. 2426

En relacién al efecto mutagénica el referente es con la especie
K. lappacea, paralacua realizaron la prueba de mutagenecidad
con el ensayo deE. coli WP2 encontrando que no hay actividad
mutagénica?® En ambos casos, € resultado es que no es
mutagénico.

Tabla 1: Actividad in vitro del extracto metandlicoy fracciones
obtenidasde Krameria ramosissima contra Porphyromonas

gingivalis

Compuestos Diametro deinhibicion (mm)*

1000 pg/mL | 500 ug/mL 250 pg/mL
Extracto metandlico | 11.50+0.58 10.75+0.96 | 11.00+1.00
Fraccion 1 5.88+1.08 9.67+0.61 9.45+0.51
Fraccion 2 11.63+0.75 11.78+1.27 | 10.29+0.91
Fraccion 3 10.68+1.04 10.55+0.68 | 10.66+0.78
Fraccion 4 10.61+1.11 9.91+1.34 9.48+1.25
Fraccion 5 12.88+0.85 10.83+1.04 | 11.18+0.95
Fraccion 6 21.50+1.29 14.11+0.78 14.14+0.95
Fraccion 7 22.00+1.41 19.70+1.52 | 20.41+0.65
Fraccion 8 12.75+1.50 10.85+1.80 | 11.47+1.59
Fraccién 9 18.38+1.38 16.64+1.31 | 17.15+1.00
Fraccion 10 12.75+0.96 12.70+1.31 | 12.52+1.55
Fraccion 11 12.08+0.83 13.00+1.41 | 13.67+0.58
Fraccion 12 11.25+1.50 14.25+0.96 | 14.00+1.00
Fraccion 13 17.65+0.47 17.75+0.50 | 17.67+0.58
Fraccién 14 13.00+0.82 11.25+0.96 | 11.67+0.58
Control positivo 17.50+1.29 17.90+1.21 | 17.53£1.03
(Clorhexidina 0.12%)
Control negativo 7.81+1.29 5.25+0.30 5.15+0.20
(DM SO 5%)

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

Sistemas utilizados por fracciones: Fraccién 1= cloroformo, Fraccion 2=
cloroformo-metanol  9.5:0.5, Fraccion 3= cloroformo-metanol 9.5:0.5 y
cloroformo-metanol 8:2, Fraccién 4= cloroformo-metanol 9.5:0.5, Fraccion 5=
cloroformo-metanol 8.5:1.5, Fraccion 6= cloroformo-metanol 8:2, Fraccion 7=
cloroformo-metanol  7:3, Fraccion 8= cloroformo-metanol  7:3 y
cloroformo-metanol 6:4, Fraccion 9= cloroformo-metanol 6:4, Fraccion 10=
cloroformo-metanol 1:1, Fraccion 11= cloroformo-metanol 4:6, Fraccion 12=
cloroformo-metanol 4.6, Fraccion 13= cloroformo-metanol 3:7, Fraccion 14=
metanol.
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Figura 1: Férmula asociada al compuesto 5-(4-hidroxifenil-
3-metoxifenil)-3,4-dimetil-tetrahidrofurano (glicosilado) presente
posiblemente en la Fraccion 7 (del extracto metandlico de K.
ramosissma.
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OH

CH:Q OH

Figura 2: Férmula asociada a compuesto 2-(2,6-
dihidroxi-4-metoxifenil-5-propenilbenzofurano  probablemente
presente en la Fraccion 9 del extracto metandlico de K.
ramosissima.
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Figura 3: Viabilidad celular en fibroblastos mediante la exposicion
del extractoy fracciones de Krameria ramosissima.
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Figura 4: Mutagenecidad para el extracto metandlico y fracciones
de Krameria ramosissima.

Conclusiones

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