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1. RESUMEN

A la planta Sedum dendroideum se le atribuyen diversas propiedades terapéuticas, dentro de las cuales se

considera su capacidad para influir en los procesos de cicatrizacion de las Ulceras orales.

Objetivo: Determinar el efecto del extracto de Sedum dendroideum sobre la proliferacion celular de

fibroblastos gingivales in vitro.

Metodologia: Se realizd la generacién del extracto acuoso de Sedum dendroideum, determinando su
composicidn quimica (carbohidratos, alcaloides y flavonoides). A través de cultivos celulares de fibroblastos
gingivales humanos en combinacidn con el extracto acuso a concentraciones de 0%, 0.0125%, 0.025%, 0.2%,
0.5%, 1%, 2% y 5%, se determind la concentracion tdxica media, proliferacion y apoptosis celular por medio
de ensayos de azul tripano 0.4%, MTT y TUNEL, respectivamente, determinando la proporcién de cambio a

través de mediciones de tendencia central y dispersion.

Resultados: El analisis cromatografico reportd que el extracto de Sedum dendroideum carece de los
monosacaridos (glucosa y sacarosa), asi como alcaloides; siendo positivo a la presencia de flavonoides. En
los ensayos de proliferacion la concentracion del 0.0125% presentd un efecto positivo sobre la viabilidad
celular, no obstante, al aumentar la concentracion del extracto se observé descenso de la misma,
observando un efecto diferencial Unicamente a las 24 horas de cultivo para dicha dosis. Asi mismo, en la

concentracion 0.0125% se observé aumento en la apoptosis celular comparado a los otros grupos.

Conclusiones: El extracto de Sedum dendroideum presenta flavonoides, ante el andlisis de proliferaciéon se

observé un efecto bivalente segun la concentracidn empleada sobre los fibroblastos gingivales in vitro.




2. INTRODUCCION

La busqueda por mejorar el estilo y calidad de vida, ha incluido el uso de alternativas naturales provenientes
de las plantas, las cuales han sido utilizadas como antibidticos, antiinflamatorios asi como sustancias que

. . .. 1,2
ayuda a la cicatrizacion.

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos terapéuticos tanto en el
medio rural como suburbano, donde los servicios de atencién médica son escasos comparado a los centros

3
urbanos.

Por la diversidad de especies de plantas con que cuenta, la medicina tradicional mexicana ocupa el primer
lugar en América Latina y tercero en el mundo, se estima que el pais tiene entre 5 mil y 10 mil especies de
plantas medicinales. A pesar de la riqueza y la variedad de la flora medicinal, el porcentaje de especies que

. s o .. 2,3
poseen estudios quimicos y farmacoldgicos es muy limitado.

Las lesiones traumaticas, por ejemplo las vesiculas, ampollas o Ulceras representan entidades patoldgicas
frecuentes en la cavidad oral. La mucosa bucal es delgada y por ello las vesiculas y ampollas se rompen
rapidamente y se transforman en Ulceras, que se traumatizan con facilidad por los dientes y alimentos y se
infectan en forma secundaria por la flora bucal. Por lo general, cursan con dolor como principal

s g 4
caracteristica.

Se sabe que diferentes especies de plantas medicinales son utilizadas empiricamente para el tratamiento de
las ulceras en cavidad oral, algunas de ellas pertenecen al género de las crasulaceas, de las cuales Sedum
dendroideum, conocida cominmente como “siempreviva” se le atribuyen efectos curativos, no obstante, no
se ha comprobado cientificamente cual es el mecanismo responsable de dicho efecto, razén por la cual las
primeras aproximaciones a este conocimiento deben ser in vitro.” El objetivo de este trabajo es determinar
el efecto que produce el extracto de Sedum dendroideum en diferentes concentraciones en la proliferaciéon

celular de cultivos de fibroblastos gingivales humanos in vitro.




3. MARCO TEORICO

3.1 MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA'Y PLANTAS MEDICINALES

La medicina tradicional mexicana es considerada como un conjunto de sistemas de atencion a la salud que
tiene sus raices en conocimientos que los diferentes pueblos indigenas de nuestro pais han acumulado a
través de su historia, es un sistema de conceptos, creencias, prdacticas y recursos materiales y simbdlicos

para la atencion y el tratamiento de padecimientos y enfermedades. L2

Las plantas medicinales son organismos que contienen sustancias que ejercen una accion farmacoldgica,
beneficiosa o perjudicial sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial es servir como droga o
medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud perdida, es decir tienden a disminuir o

. el . . . 1,6
neutralizar el desequilibrio organico.

Son diversos los padecimientos que se tratan con plantas medicinales, entre ellos las Ulceras en cavidad oral,
comunmente llamadas “fuegos”, “fogasos” o “aftas”, que en base a la medicina tradicional mexicana son
tratados aplicando extractos de diversas especies directamente sobre la lesidn. Entre ellas se tiene la

manzanilla, mastuerzo, salvia y la siempreviva, ésta ultima perteneciente a la familia de las crasuldceas.’
3.2 CRASULACEAS

Las crasuldceas son plantas que poseen un caracter comun a muchas especies de zonas aridas o semiaridas,
la suculencia, es decir tienen la capacidad de almacenar agua en sus hojas en forma de jugos mucilaginosos
(viscosos). Las hay herbaceas de pocos centimetros de alto hasta arbustivas de 1.5 a 2 metros de altura. Las
hojas a menudo forman rosetas, aunque pueden estar repartidas por una porcion del tallo. Las flores son
actinomorfas (poseen simetria radiada), los sépalos (parte que sujeta los pétalos de la flor) y los pétalos son

distribuidos radialmente al centro de la flor. "

Actualmente se reconocen 35 géneros y cerca de 1500 especies como integrantes de la familia Crasulaceae.
Cuatro géneros son los mas importantes por el nimero de especies que se les asigna: Sedum (350 — 500

especies), Crassula (250 especies), Echeveria (150 especies) y Kalanchoe (100 especies).7

México es el centro de mayor diversidad y endemismo de este grupo de plantas. Entre las crasulaceas
mexicanas, diversos géneros son endémicos como Sedum dendroideum que se distribuye del centro del pais
hasta Centroamérica, donde puede ser cultivada en solares con fines ornamentales o medicinales. También

se conoce como siempreviva, medye (Mazahua), kanda (Puebla) y Tetzmitl. °



http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=mazahua&v=p
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3.3 SEDUM DENDROIDEUM

3.3.1. Posicién taxondmica

CLASIFICACION DE ACUERDO CONQUIST (1981)"

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Rosales
Familia Crassulaceae
Género Sedum

Especie Dendroideum

3.3.2 Morfologia

Son plantas arbustivas, colgantes o epifitas (que crece sobre otra planta utilizdndola de sostén) de color
verde brillante, con tallos de 0.6 — 5 m de largo; hojas de forma eliptico — oblanceoladas, espatuladas u
obovadas, obtusas (redondeada), angostas en la base o sésiles, de 30 — 70 mm de largo y 12 — 20 mm de
ancho, verde lustroso, con glandulas subepidérmicas en los bordes que se ven como puntos rojizos o verde

. . s 8,11,12
obscuro (no hay otra subespecie que tenga esta condicion).

(Sedum dendroideum, fuente directa. Jardin Botdnico del Instituto de Biologia de la UNAM, febrero 2013)




=¥

A.Boceto de Sedum dendroideum B.Flor vista superior C.Flor vista lateral D.Pétalo E.Pistilo F.Pistilo solo G.Néctar
H.Porcién superior del tallo™

3.3.3. Fisiologia

Este tipo de plantas se caracteriza por presentar el metabolismo acido de las crasuldceas, el cual se distingue
porque la fijacién de CO, atmosférico ocurre durante la noche y mantiene los estomas cerrados durante el
dia. El acido malico sintetizado se acumula en la vacuola, de donde sale al dia siguiente para ser
descarboxilado y el CO, obtenido de esta reaccién se utiliza en la sintesis de carbohidratos con la energia

obtenida del proceso luminoso de la fotosintesis.”"
3.3.4. Ecologia

Es originaria de México, y habita en climas semicalido, semiseco y templado entre los 1350 y los 2750

metros sobre el nivel del mar. Cuando la planta es cultivada en solares con fines ornamentales o
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medicinales, puede ser asociada a terrenos de cultivo tales como el bosque tropical caducifolio, matorral

‘g . . . . . 2,14
xeroéfilo, bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino.

3.3.5. Distribucion

. . . . . . L. . . 11, 14, 15, 16
Su principal distribucidon es en el eje volcanico transversal y Sierra Madre Sur mexicana.”™

3.3.6 Cultivo

Dependiendo del lugar en el cual se coloquen (macetas, suelo directo, invernadero) las plantas se
desarrollaran dependiendo de que tanta exposicidn tengan al sol, su ubicacién respecto a la luz es el factor

mas importante para determinar su salud y apariencia.8
3.4 USO MEDICINAL DE Sedum dendroideum

Varios autores han informado que Sedum dendroideum tiene propiedades medicinales’, descritas desde el
manuscrito del codice de la Cruz - Badiano (1552), sin embargo su valor medicinal era conocido mucho antes
de la conquista espafiola. En dicho manuscrito se mencionaba que los tallos eran utilizados en una locién

. . . . , 17
para ojos hinchados, fiebre, hinchazén alrededor de las venas, moretones y quemaduras.

En el siglo XVI Martin de la Cruz relata su uso como: antipirético, caustica, cicatricial y regenerativo para las
enfermedades de los ojos. El Cddice Florentino la mencionaba para inflamaciones de las tetas, para orinary
purificar la orina, para la calentura y las enfermedades de los ojos. Standley (1922) afirmé que el jugo de S.
dendroideum es astringente y se usa para “endurecer” las encias, las hemorroides y disenteria. Martinez y
cols (1944) citaron el uso de la planta triturada para las quemaduras, para el lavado de encias y para el
escorbuto. Ademas menciond que el jugo de las hojas aplicado a los ojos cura la irritacion. Del mismo modo
Standley y Steyermark (1946) reportaron que en Cobdan, Guatemala el jugo de las hojas se utiliza para tratar
la inflamacion de los ojos y boca, razén por la cual es considerada como un elemento terapéutico para

. 2,17
lesiones orales.

3.5 MUCOSA ORAL

La mucosa oral se encuentra conformada por epitelio y tejido conjuntivo subyacente. El epitelio de la
cavidad oral esta constituido por cuatro capas: basal, espinosa, granulosa y superficial. Debajo de la capa
basal se encuentra la membrana basal que une el epitelio al tejido conectivo compuesto de fibras
colégenas.lg’ ' El fibroblasto es la célula mas abundante en el tejido conectivo. Se distinguen como células

grandes, aplanadas o ahusadas con finas prolongaciones. El citoplasma es eosindéfilo, con un ndcleo oval que




contiene 1 o 2 nucléolos y escasa cromatina muy granulada, se observa escaso reticulo endoplasmatico
rugoso y un pequefio aparato de Golgi. Se sintetizan en la matriz extracelular de tejido conectivo y derivan

,

de células mesenquimatosas indiferenciadas. Sintetiza las proteinas coldgeno y elastina, asi como

. . . . . s P 20,21
glucosaminoglucanos, ademas de estar implicado en la produccion de factores de crecimiento.

Dentro de los procesos que pueden afectar a la mucosa oral encontramos frecuentemente las Ulceras, que
por definicidn, es la pérdida de la continuidad del epitelio, presentan un deterioro que sobresale del limite
del tejido conjuntivo del epitelio y que puede llegar, en la mucosa hasta la submucosa, la musculatura y el
periostio.29 La estructura de la ulcera es decisiva para la valoracién clinica, ademas del niumero, profundidad

. 4,22,23
y forma de las lesiones.

Las ulceras agudas presentan signos y sintomas clinicos de la inflamacion aguda, donde se observan lesiones
cubiertas por exudado blanco amarillento y rodeadas por un halo eritematoso, la intensidad del dolor varia y

hay sensibilidad al tacto o la presién.*

Las ulceras cronicas son poco dolorosas o bien indoloras, cubiertas de una membrana amarilla, pueden
presentar bordes elevados por la hiperqueratosis, ademas se puede observar induracién causada por las

. . . . ;. 4
cicatrices de la inflamacion crénica.

Cuando una mucosa es lesionada a través de agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, resultando en una ulcera
se puede presentar una respuesta inflamatoria, siendo ésta una reaccién compleja frente a agentes lesivos,
consta de respuestas vasculares y celulares, mediadas por factores quimicos, se puede considerar, una
respuesta protectora cuyo objetivo es mantener la homeostasis ya que esta estrechamente entrelazada con
el proceso de reparacion. La inflamacion sirve para destruir, diluir, o denudar al agente agresor y activa una
serie de acontecimientos que tratan de reconstruir el tejido dafiado. En la reparacién el tejido lesionado se
remplaza mediante la regeneracién de células parenquimatosas nativas, rellenando el defecto con tejido de

. . . ._\ 24,25,26,27
fibrosis (cicatriz).

La fase inflamatoria comienza en el momento de la lesidn, en ella existe constriccidon de los vasos sanguineos
iniciandose la coagulacion mediante activacidén y agregacion plaquetarias, después de un breve periodo de
constriccion, estos mismos vasos se dilatan y los capilares aumentan su permeabilidad, continuando con la
fase celular, marcada por la migracién de leucocitos fagociticos que digieren y eliminan organismos
invasores, fibrina, residuos extracelulares y cualquier otro material ajeno. Entre las 24 y 48 horas los
fibroblastos y las células endoteliales comienzan a proliferar para formar el tejido cicatricial, similar al

destruido por la lesién. La sintesis de coldgeno llega a su punto maximo en 5 a 7 dias. En el proceso de




remodelacién existe sintesis de colagena vy lisis por enzimas colagenasas, disminuye la vascularidad y
continda la remodelacidon de tejido cicatricial. En las lesiones en mucosa oral, la regeneracion tarda

alrededor de 12 dias.” 2%’

El fibroblasto desempefia un papel importante durante los procesos de cicatrizacion y regeneracion de la
mucosa oral y periodontal por medio de una respuesta proliferativa activa, inducida por diferentes factores
de crecimiento presentes en el plasma y en los granulos plaquetarios, sin embargo, no ha sido determinado
que efectos podrian tener los extractos de plantas medicinales sobre su conducta celular, incluyendo su

capacidad proliferativa. 20,21

3.6 CULTIVO CELULAR

Los procedimientos que permiten mantener y reproducir células animales en un entorno artificial se
conocen como cultivos celulares. Tales células pueden ser extraidas del tejido directamente y ser separadas
por medios enzimdaticos o mecdanicos antes del cultivo, conservando su diferenciacion, arquitectura y
funcidn. Las células también pueden ser derivadas de una linea celular o cepa de células establecidas, en los
cuales pierden su organizacidn tisular. Las condiciones del cultivo varian ampliamente dependiendo de cada
tipo de célula, pueden obtenerse en monocapas o en suspension, sin embargo, el medio artificial en el que
las células se cultivan consiste invariablemente en un recipiente adecuado que contenga el sustrato o medio
gue suministra los nutrientes esenciales (aminodcidos, carbohidratos, vitaminas, minerales), factores de
crecimiento, hormonas, y gases (02 , CO2), asi como antibiético para evitar el crecimiento de bacterias y
hongos, ademas de regular el medio fisicoquimico (pH, presion osmdtica y temperatura). Cada tipo de
células requiere la adicion apropiada de factores de crecimiento al medio, siendo el suero fetal bovino el

mas utilizado porque contiene altas concentraciones de factores de crecimiento.

Los cultivos pueden proliferar en condiciones adecuadas hasta que ocupan todo el sustrato disponible, en
esta etapa las células deben ser sub cultivadas transfiriéndose a un nuevo recipiente para proporcionar mas
espacio para que continten creciendo. El sub cultivar permite obtener poblaciones celulares mas uniformes

libres de residuos y desechos de tejidos.

El cultivo celular proporciona excelentes sistemas para el modelo de estudio para la fisiologia y bioquimica
normal de las células, los efectos de los fdrmacos y compuestos téxicos en las células, la mutagénesis y
carcinogénesis, teniendo como principal ventaja al utilizar el cultivo de células la consistencia y

reproducibilidad de los resultados que se pueden obtener.
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Para evaluar las respuestas de una poblacion celular a factores externos como antibidticos, factores de
crecimiento o diferentes compuestos se utilizan diversos estudios, dentro de los mds comunes se encuentra
el de viabilidad y proliferacion celular. La viabilidad celular se define como la identificacion de células vivas o
muertas en una muestra total, para ello se emplean diferentes métodos. El mas comun es la tincién con azul
tripano, éste es un colorante derivado de la toluidina, evalda la viabilidad de células por exclusion de

.. - , . . 28,29
captacidn, ya que no puede penetrar y teiiir a las células vivas con membranas integras.

La citotoxicidad celular se define como una alteracidn de las funciones celulares basicas que conlleva a que
se produzca un dafio que pueda ser detectado. Los efectos adversos de interferencia con estructura y/o
propiedades esenciales para la supervivencia celular, proliferacién y/o funciones, pueden ser analizados
mediante los ensayos de citotoxicidad, los cuales son capaces de detectarse mediante diferentes
mecanismos celulares. Dentro de éstos se encuentran ensayos que determinan la integridad de la
membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares o
productos, regulacién idnica y divisién celular. Dentro de los ensayos mas conocidos y validados se
encuentran el ensayo de captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y por ultimo el ensayo

de reduccion del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT).

El ensayo de MTT se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado
de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.
Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células

. . . . - 29
vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.
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4. ANTECEDENTES

Los recursos terapéuticos empleados por la herbolaria constituyen una alternativa viable para el
descubrimiento de nuevos farmacos, sin embargo los estudios realizados sobre el efecto del extracto de
Sedum dedroideum sobre la proliferacion celular, un mecanismo importante en la reparacidn son escasos.

No obstante, han sido probados en otro mecanismo de igual importancia.

Giany O. De Melo y Cols., en 2005 reportaron que el jugo de las hojas de Sedum dendroideum muestra
actividades antiinflamatorias y analgésicas relacionados con una inhibicién de la sintesis de prostaglandinas,
asi como la presencia de flavonoides en el extracto, en un segundo bioensayo realizado por los mismos
autores en 2009 mencionan que Sedum dendroideum también inhibe el edema y una disminucién en la
migracién de leucocitos, confirmando que los flavonoides del jugo de la planta puede bloquear la sintesis de
leucotrienos (importantes para la quimiotaxis) y también bloquea la sintesis de prostaglandinas,
importantes para la génesis del dolor y edema. Estos dos estudios mencionan la participaciéon de esta planta
en mecanismos basicos de la regeneracion, sin embargo, es importante determinar si su efecto influye en la

. ., , . L 30,31
proliferacion de células de la mucosa oral, tal como los fibroblastos gingivales.

Este estudio es el primer ensayo donde se asocia el extracto de Sedum dendroideum con fibroblastos

gingivales orales.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais el interés por el uso de la medicina alternativa ha ido en aumento ya que una elevada parte
de la poblacidn utiliza sélo plantas medicinales y remedios caseros, por no tener recursos ni posibilidad de
acceso a la medicina institucional. En la medicina tradicional mexicana Sedum dendroideum se utiliza como
antiinflamatorio, analgésico y cicatrizante desde el siglo XVI; dentro del campo de la odontologia es utilizada
en diversas partes de la Republica Mexicana para el tratamiento de Ulceras orales, aplicando el extracto de
forma directa en la lesion logrando con ello un efecto analgésico y una resolucidn de la Ulcera mas rapida.
Sin embargo el sustento cientifico sobre los efectos terapéuticos es escaso, sin tener informacién sobre el
efecto que tiene el extracto de esta planta en la inflamacion o proliferacion celular para asi justificar su uso.
Si bien es conocido que la cicatrizacidn oral (principalmente a nivel de mucosa) depende de la comunicacién
entre epitelio y tejido conjuntivo, y que los fibroblastos son las células mas abundantes de este ultimo
tejido, se considera importante determinar ¢Qué efecto tiene el extracto de Sedum dendroideum sobre la

proliferacion celular de fibroblastos gingivales a diferentes dosis?
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6. JUSTIFICACION

El proceso de cicatrizaciéon es una secuencia de eventos que depende de la dindmica celular del tejido
lesionado y circundante. Estas células producen factores de crecimiento y citocinas para llevar a cabo la
reparacidn en tres fases: fase inflamatoria, fase de proliferacidon celular y fase de remodelacién, siendo el
fibroblasto la célula de mayor relevancia en la fase de proliferacion en el tejido conjuntivo de la mucosa oral,
éste participa activamente en los procesos de cicatrizacidon y regeneracion celular por medio de una
respuesta proliferativa activa. Esta propiedad, nos permite utilizarlo en modelos in vitro de cultivos

celulares, para definir o mejorar nuestro entendimiento de la cicatrizacion.

Al ser las Ulceras orales una lesion frecuente en la poblacion mexicana, independientemente de la causa que
las origind, es necesario buscar alternativas eficaces y de bajo costo para su tratamiento, que puedan ser
accesibles para la mayor parte de la poblacidon y sin efectos adversos. La medicina tradicional mexicana es
una opcidn, ya que cuenta con una gran diversidad de plantas, las cuales son fuente de sustancias activas
con actividades terapéuticas para el ser humano, logrando mejorar su calidad de vida; no obstante, ain no

se tiene el suficiente soporte cientifico para validar su difusion.

La busqueda de nuevos farmacos ofrece la posibilidad de encontrar principios activos en las plantas
medicinales las cuales presentan diversos mecanismos de accién con aplicacion en la cavidad oral, que a su
vez sirven como base para su aplicaciéon en diferentes partes del organismo, sin embargo, esta aplicacion

deberd probarse en protocolos y/o ensayos de bioseguridad, tales como los estudios in vitro.

El trabajar en cultivos celulares permite tener poblaciones celulares homogéneas asi como un control
preciso de las condiciones fisico-quimicas y fisioldgicas del ambiente donde crecen las mismas, teniendo con
ello reproducibilidad de los resultados que se puedan obtener. Asi como minimizar las implicaciones éticas y

econdmicas que conlleva el trabajar con animales de laboratorio de primera instancia.

Este es el primer ensayo realizado hasta la fecha donde se prueba el extracto de Sedum dendroideum sobre
fibroblastos gingivales orales. El determinar cual es el efecto de este extracto sobre la proliferacion celular
permitird mejorar el soporte cientifico relacionado a un uso y costumbre ya efectuado en la medicina

tradicional, el colocarse el jugo de la planta de forma directa sobre Ulceras orales.
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7. HIPOTESIS

H1. El extracto de Sedum dendroideum inducird el aumento en la proliferacion celular de fibroblastos

gingivales humanos.

HO. No existira cambio en la proliferacion celular ante la exposicion al extracto de Sedum dendroideum.

15
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del extracto de Sedum dendroideum en la proliferacién celular de cultivos de

fibroblastos gingivales humanos.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar el efecto del extracto de Sedum dendroideum sobre la viabilidad celular a diferentes
concentraciones en fibroblastos gingivales humanos.
e Determinar el efecto del extracto de Sedum dendroideum sobre la apoptosis de fibroblastos

gingivales humanos.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

9.1 TIPO DE ESTUDIO

e Transversal

e Comparativo
9.2 VARIABLES DEL ESTUDIO

e 9.2.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

4 Tiempo de cultivo

v Densidad de cultivo

v Concentracién de extracto
e 9.2.2. VARIABLES DEPENDIENTES

v Proliferacion celular

—
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9.3 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES
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NOMBRE DE LA

TIPO DE VARIABLE

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION OPERATIVA

Tiempo de cultivo

Cuantitativa

Periodo de tiempo en el
cual las células seran
sometidas a condiciones

de cultivo apropiados.

Se estableceran

mediciones de 0, 24, 48

y 72 horas como
parametros de
referencia para

establecer la medicion.

Densidad de cultivo

celular

Cualitativa

Concentracion especifica

celular por area.

Se realizard conteo
celular por la técnica de
azul tripano para definir
la cantidad de células
presentes por unidad de

volumen.

Proliferacion celular

Cuantitativa

Aumento del numero de
células como resultado
del crecimiento y Ia

multiplicacién celular.

A través del ensayo MTT
se establecera el
porcentaje de

aumento/disminucién

celular.
Concentracién del | Cuantitativa Cantidad del extracto de | Se utilizaran
extracto Sedum dendroideum | concentraciones de

que se colocard a los

cultivos celulares.

0.0125%, 0.025%, 0.2%,
0.5%, 1%, 2%, 5% por
cada pozo que contenga

60, 000 células.

—
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9.4 POBLACION DE ESTUDIO
e Fibroblastos gingivales humanos (donadas por el Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez, DPel)
9.5 CRITERIOS DE INCLUSION

e Cultivos aparentemente sanos

e Cultivos a confluencia de 80%
9.6 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Cultivos celulares que muestren signos de contaminacién celular
9.7 CRITERIOS DE ELIMINACION

e  Cultivos con desprendimiento o pérdida de adhesién al sustrato accidental u operacional.

19
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10. MATERIAL Y EQUIPO

10.1 RECURSOS

10.1.1 HUMANOS

e Tesista

e Bidlogo para el reconocimiento de la planta
e Asesor de técnicas de cultivo celular

e Asesor en ensayos de proliferacion celular

e Asesor en la elaboracidn de extractos orgdnicos

10.1.2 MATERIALES

e Alcohol al 70%

e Solucién de azul de tripan 0.4% (Corning
Cat. 25-900, EV)

e Bafio maria (Thermo scientific Modelo
2242, EV)

e Cajas de cultivo de 25 cm* (Corning, E.U)

e Campana de flujo laminar (Baker, Edge
gard, Maine, EU)

e Centrifuga Universal (Sorvall, Modelo:
750044, China)

e Hemocitémetro (Sigma — Aldrich, bright
— Line E.U)

e Hipoclorito de Sodio

e Incubadora (Queve, Stabil Therm
Modelo: QWJ300TABB, E.U.)

e Medio de cultivo D MEM (Santa Cruz
Boitechnology SC-224478)

e Suero Fetal bovino (Gibco by life
tecnologies LOT: 1606662 E.U)

e  Micro pipetas (Biocentrix)

20
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Microscopio invertido con contraste de
fases y camara digital (Zeizz Modelo:
37881 E.U.)

Lector de Placas (Chro - Mate
Awareness Tecnology INC Modelo: 4300
E.U.)

Lineas celulares de fibroblastos
gingivales humanos

Pipetas seroldgicas estériles de 5y 10 ml
(Ultra  cruz, Santa Cruz tecnology,
Meéxico)

Pipeteador automatico (Exacta cruz,
E.U.)

Placas de cultivo de 24 y 96 pozos
(Corning, E.U)

Sistema DeadEnd™ Colorimetric
Apoptosis Detection (PROMEGA G7132,
LOT 0000101826, E.U)

Solucién estéril de MTT (Invitrogen
V13154, LOT: 11384)

Solucién PBS/EDTA 0.004%

——t



e Termdmetro de laboratorio e Tubos estériles cénicos de 15 ml (Excata
e Tripsina 0.25% (Gibco by life tecnologies Cruz Tecnology, China)
LOT: 1391607 E.U)

10.1.3 FINANCIEROS

Todos los recursos materiales y de infraestructura se obtendran del area de investigacion basica del
laboratorio de Patologia Bucal clinica y experimental de la Divisidon de Estudios de Posgrado e Investigacidn

de la Facultad de Odontologia, a través del proyecto PAPIIT IN223414.
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11. METODOLOGIA

11.1. ADQUISICION E IDENTIFICACION DE LA PLANTA

Hojas de Sedum dendroideum fueron recolectadas de especimenes de vida media del Jardin Botanico del
Instituto de Biologia de la UNAM. Las especies fueron identificadas por el Biélogo Jerénimo Reyes Paniagua,

curador de la familia Crasulacea.
11.2 GENERACION DEL EXTRACTO

Se realizé en el Laboratorio 2-10, Departamento de productos naturales del Instituto de Quimica de la

UNAM, a cargo del Dr. Manuel Jiménez Estrada.

Se lavé con agua bidestilada la muestra de Sedum dendroideum y se separaron las hojas del tallo utilizando
las hojas centrales de la roseta, se pesd y se obtuvieron 345 gramos de las mismas. Posteriormente se
cortaron en trozos de 1 cm aproximadamente y se colocaron en un matraz con 300 ml de agua bidestilada.
Se cubrié el matraz por completo con papel de estraza y se dejé en reposo 72 horas a temperatura
ambiente. Concluido el tiempo se filtrd la solucion con algoddn y se obtuvieron 250 ml, se dividié la soluciéon
en tres matraces que se congelaron a -40°C con una solucién de hielo seco y metanol. Se colocaron en una
liofilizadora, a una temperatura de -41°C y una presion de 393x10° milibares, durante 48 horas,

obteniéndose asi el extracto de Sedum dendroideum en polvo.

Asi mismo, se realizaron diferentes pruebas para determinar la presencia de diversas sustancias en el

extracto de Sedum dendroideum:
11.2.1. Azlcares:

Se realiz6 cromatografia de placa fina utilizando como referencia glucosa (C¢H1,06) y sacarosa (C1,H»,014) ¥
como disolventes dos soluciones, la primera con acetato de etilo y metanol en proporcién 1:1 y la segunda
Acetato de etilo (100 ml), metanol (16.5 ml) y agua destilada (13.5 ml). Se reveld con sulfato cérico (40 g

H,S0,4, 12 g Ce(SO4), y 350 g hielo).
11.2.2. Alcaloides:

Se realizé la prueba con reactivo Dragendorff en una cromatoplaca usando como referencias glucosa

(CsH1,0¢) y sacarosa (C1,H,,011) y como disolventes acetato de etilo y metanol a una proporcion 1:1. Como
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revelador se utilizo la solucidon de Dragendorff (8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 ml de acido

nitrico al 30% con una solucién de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua).

11.2.3. Flavonoides

Se realizé una cromatoplaca utilizando como referencia los flavonoides: Rutina, Quercetina y Kamferol,
como disolventes acetato de etilo y metanol en proporcion 1:1. Se utilizd un revelador para flavonoides

(solucién metandlica al 1% de 4cido 2 amino etil ester difenil bérico).

Asi mismo se obtuvo el punto de fusion del extracto y se realizaron pruebas de solubilidad del extracto en

los siguientes disolventes: hexano, acetato de etilo, acetona, metanol, dicloro, etanol y agua.
11.3 OBTENCION DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES

Previo cumplimiento de las normas éticas para la investigacion sobre seres humanos, las lineas celulares de
fibroblastos gingivales humanos (donadas por el Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez) fueron cultivados en una
atmosfera humidificada del 5% CO,/95% de aire a 37 ° C durante una semana, al término de la misma se

cambio el medio.

Al llegar al 80% de confluencia, las células se sub cultivaron por tripsinizacidn: se elimind el medio en su
totalidad, se lavaron las células con PBS/EDTA 0.004% (acido-etilen-diamino-tetraacético), se colocaron en
tripsina al 0.25% y se incubaron a 37° C por 5 minutos, se observé retraccion citoplasmatica al microscopio.
Se agregd medio D-MEM/SFB 10% para poner fin a la digestién. La muestra se centrifugd a 1800 RPM
durante 3 minutos. El sobrenadante se desechd y se re suspendieron las muestras en medio DMEM/SFB 10%
(9 ml) y se colocaron 3 ml de la misma en cajas de 25 cmz, obteniéndose asi tres cultivos celulares. Las
células se incubaron en condiciones estandares y se evaluaron al microscopio, cambidandose el medio de
cultivo dos veces por semana. Es importante sefialar que este proceso se realizé hasta llegar al tercer pase,
con ello se obtuvo una poblacién celular estable que nos permitié realizar los ensayos propios de la

investigacion.
11.4 ENSAYO DE CONCENTRACION TOXICA MEDIA

Se sembraron fibroblastos gingivales en placas de 24 pozos, utilizando concentraciones de 60 000 células
por pozo teniendo un control de PBS, se incubaron a condiciones estdndares y se realizé cada ensayo por

triplicado. Se colocaron las siguientes concentraciones del extracto: 0.0125%, 0.025%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2% vy
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5% en cada pozo, al término de 24 horas se realizo el conteo celular de cada uno con la técnica de azul

tripano:

1. Se tomd 10 uL de la suspensidn celular a evaluar y colocd en un microtubo.

2. Se agregd 90 pL de azul tripan al 0.4% vy se unificd la suspensidn por pipeteo.

3. Se coloco 10 plL de la mezcla en cada camara del hemocitdmetro, se observé en el microscopio y se conté

por separado a las células muertas y vivas para cada uno de los cuadros por considerar.

4. Se calculé los resultados:

e Células por mililitro:

Cuenta de células vivas/nimero de cuadros evaluados x factor de dilucion x 10,000

e (Células totales:

Células por mililitro x volumen (en ml) total del cual fueron extraidas las células evaluadas.
e Viabilidad celular (%)

(Numero de células vivas totales) / nimero de células totales [vivas + muertas]) x 100

Con ello se obtuvo las concentraciones a conveniencia que son mejor toleradas por las células y con las

cuales se trabajo en los ensayos posteriores.

11.5 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR CON CONCENTRACION TOXICA MEDIA DEL EXTRACTO DE
Sedum dendroideum EN DENSIDAD CELULAR DEFINIDA

Se sembraron fibroblastos gingivales en placas de 96 pozos, utilizando concentraciones de 10 000 células
por pozo, se coloco el extracto de Sedum dendroideum en los pozos con las concentraciones obtenidas del
ensayo de toxicidad media, ademds de tener un control de PBS y otro de medio DMEM/SFB10%, las células
se incubaron a condiciones estandares, realizandose cada ensayo por triplicado y lecturas a las 0, 24, 48 y 72
horas, transcurrido el tiempo de cada lectura se colocaron 10 pL de MTT y se incubaron 4 horas,
posteriormente se agregd 50 uL de DMSO vy se realizd la lectura de densidad dptica en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 545 nm. Se graficaron los resultados, obteniéndose con ello el comportamiento
de los fibroblastos ante el extracto de Sedum dendroideum (aumento, reduccién o efecto nulo en la

proliferacion celular) en comparacién con el grupo control.
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11.6 ENSAYO PARA DETERMINAR EL EFECTO DEL EXTRACTO DE Sedum dendroideum SOBRE LA APOPTOSIS
DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS

Se utilizé el ensayo Ensayo DeadEnd™ Colorimetric Apoptosis Detection System, siguiendo las instrucciones
del fabricante para el uso del mismo. Se empled una concentracion de 60 células por pozo en cajas de 24
pozos, utilizando dos controles y dos concentraciones del extracto (obtenidas en ensayos previos), las cuales
fueron fijadas en una solucion de formalina al 10% durante 25 minutos, se lavaron 2 veces cada pozo con
PBS durante 5 minutos, posteriormente se colocd Tritdon X-100 al 0.2% durante 5 minutos, terminado el
tiempo se lavaron 2 veces con PBS durante 5 minutos. Se agregaron 100 pl de Buffer de equilibrio a
temperatura ambiente por 5-10 minutos, después se agregaron 100 pl de la mezcla de reaccion TdT a las
células y se incubaron por 60 minutos a 37° C, para detener la reaccidn se agregé 2X SSC por 15 minutos, al
término de este tiempo se lavaron las células 2 veces con PBS durante 5 minutos. Seguido de esto se colocé
peréxido de hidrégeno al 0.3% por 3-5 minutos, lavando con PBS 2 veces durante 5 minutos al término del
tiempo. Se agregaron 100 pl de solucién Streptavidin HRP (diluido 1:500 en PBS) y se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente, lavando 2 veces con PBS terminando el tiempo. Por ultimo se tifieron las
células agregando 100 pl de solucion DAB a cada pozo durante 10 minutos y lavando con agua desionizada
hasta que ésta salié limpia. Se observaron las células al microscopio y se analizaron los resultados para
determinar el efecto del extracto de Sedum dendroideum sobre la apoptosis de fibroblastos gingivales

humanos.

11.7 ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos en cada ensayo se realizd un andlisis descriptivo de las variables a través de
medidas de tendencia central (promedio) y dispersién (desviacidon estandar), utilizando el programa Excel.
Se realizd analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas para cada concentracién en relacion a tiempo,
asi como la prueba t de Student considerando una P<0.05. Se empled el programa SPSS versién 17.0 (IBM,

Chicago).
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12. RESULTADOS

12.1 ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE Sedum dendroideum

El andlisis cromatografico de Sedum dendroideum para azlcares reportd que el extracto carece de los
monosacdridos glucosa y sacarosa (Fig. 1). El anélisis para alcaloides también presenté resultados negativos
(Fig. 2). Para la cromatografia de flavonoides la prueba es positiva si se observa un color rojo, rosado,
morado o naranja en la solucién, se obtuvo una ligera coloracién naranja en la columna del extracto, se

presume con ello la presencia de flavonoides (Fig. 3).

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3

De izquierda a derecha: Glucosa, Analisis de alcaloides en el extracto De izquierda a derecha: Rutina,
Sacarosa y extracto de Sedum de Sedum dendroideum Quercetina, Kamferol y extracto de
dendroideum Sedum dendroideum

El intervalo del punto de fusidén que se obtuvo fue de 122 °C a 128 °C, asi mismo las pruebas de solubilidad

reportaron que el extracto sélo es soluble en agua.
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12.2 CONCENTRACION TOXICA Y VIABILIDAD CELULAR

Se analizé un total 8 dosis experimentales, seleccionadas a conveniencia. La concentracion 0.0125% fue la
Unica que mostré un efecto positivo respecto a la viabilidad celular. Al aumentar la concentracion del
extracto se observé mayor descenso de la viabilidad alcanzando un mdaximo de reduccién del 76% para la

concentracion del 2% y 5% (Tabla 1. Fig. 4).

Tabla 1. Resultados de viabilidad celular

Concentracion del extracto (%) Viabilidad celular (%)
0.0125 +11.9
0.025 -4
0.05 -12
0.02 -52
0.5 -64.4
1 -47.9
2 -76
5 -76

140000

120000

100000 /\\
80000 \
60000

40000 \V/\
N

Numero de células

20000

0 0.0125 0.025 0.05 0.2 0.5 1 2 5

Fig. 4. Representacién gréfica de viabilidad celular.
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12.3 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

Para este ensayo se seleccionaron Unicamente las concentraciones de 0.0125% y 0.025%. El andlisis MTT
para medir la proliferacién celular indicé un efecto diferencial Unicamente a las 24 horas de cultivo, ya que
se observo que la concentracidon 0.0125% promovia mayor proliferacién comparado a la concentracién de
0.025%. Al tiempo de 48 y 72 horas se observé una conducta similar para ambas concentraciones en
relacion al control (Tabla 2. Fig. 5). El analisis estadistico indicd diferencias significativas en relacion al
tiempo para los grupos control, 0.0125% y 0.025%. Para el grupo control la diferencia significativa (p=0.011)
se observd entre el control y las 72 horas, para el grupo de 0.0125% se observé un cambio significativo a las
24 horas y 72 horas (P=.006 y P=0.015 respectivamente). Para el grupo de 0.025% se observé cambios
significativos a las 72 horas (P=0.008).

Tabla 2 Analisis de proliferacion

TIEMPO (Horas) CONTROL 0.0125% 0.025%

0931* 0942° 0.908*
1
0.9
0.8 N
0.7 -
0.6 = (0.0125
0.5
e (0.025
0.4
Control
0.3
0.2
0.1
0 T T T 1
0 24 48 72

Fig. 5. Representacién grafica de proliferacion células (ensayo MTT). Comparativo de dosis 0.0125% vs

0.025% de extracto acuoso de Sedum dendroideum.
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12.4 ENSAYO DE APOPTOSIS CELULAR

Para este ensayo se utilizaron las concentraciones 0.0125% y 0.025%. El ensayo DeadEnd nos indicd un
aumento en la apoptosis celular en la dosis 0.0125% comparado con el grupo control y la concentracion

0.025% (Tabla 3. Fig. 6)

Tabla 3. Analisis de apoptosis celular

CONCENTRACION DEL EXTRACTO PORCENTAJE DE MUERTE CELULAR
CONTROL 0.66
0.0125 0.86
0.025 0.33
1
0.8
0.6
04 B APOPTOSIS
0.2
0
CONTROL 0.0125 0.025

Fig. 6. Representacién grafica de apoptosis celular. La concentracién 0.0125% presenté mayor apoptosis que

el grupo control y experimental de 0.025%.
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13. DISCUSION

Sedum dendroideum es una planta mucilaginosa reconocida en la medicina tradicional mexicana por su uso
en el tratamiento de Ulceras orales desde hace varios siglos. Dentro de las actividades bioldgicas de Sedum

dendroideum se ha comprobado su efecto antiinflamatorio y analgésico atribuido a su composicidon quimica.

30,31

Al realizar la cromatografia de capa fina para identificar la presencia de flavonoides, el extracto tomé una
coloracién amarilla al ser impregnada con el revelador de productos naturales, al analizarlo en la cdmara
ultravioleta (A=365 nm) se observd una coloracion naranja, asumiendo con ello la presencia de genérica de
flavonides. Giany O. De Melo y Cols., en 2005 reportaron la presencia de diferentes flavonoides en el jugo de
las hojas de Sedum dendroideum, siendo Kaempfetrin el mas abundante. Estos mismos autores evaluaron la
actividad antiinflamatoria en ratones mediante la prueba de migracion de leucocitos inducida por
carragenina, observando que los flavonoides inducian la inhibicion en la migracién de leucocitos. La
regulacion de la respuesta inflamatoria es basica para la cicatrizacidn de un tejido u érgano, sin embargo no
es el unico fendmeno presente, ya que la proliferacién o potencial mitogénico también figura de manera
importante. Es en parte porqué se decidié analizar el efecto del extracto de Sedum dendroideum en relacién
a una importante parte de la cicatrizacién como es la proliferacién, la cual no ha sido estudiado a pesar de

. - .. .. 30,31
ya ser una estrategia utilizada en la medicina tradicional.

Al analizar diferentes concentraciones de Sedum dendroideum se observé un efecto diferencial en relacién a
la concentracion, es decir, a mayor dosis se presentd mayor efecto tdxico, observando que las dosis
menores preservaban la viabilidad celular; éste fendmeno ha sido observado en otros estudios de manera
inversa. Madrid MA y Cols.,, en 2010 utilizaron el extracto etandlico de Calendula officinalis en la
proliferacién celular de fibroblastos gingivales in vitro en concentraciones de 750, 500, 150 y 100 pg/ml,
logrando el mayor efecto proliferativo en concentraciones de 750 y 500 pg/ml a las 12 horas.”> Lo cual
sugiere que los extractos naturales pueden tener efecto dimérfico o bivalente, es decir, segin su

.z 32
concentracion se puede obtener dos resultados o respuestas.

En este estudio se logré demostrar que el extracto acuoso de Sedum dendroideum posee un efecto
estimulante en la proliferacion de fibroblastos gingivales a una concentracion de 0.0125% en las primeras 24
horas, no presentando cambios importantes a las 48 y 72 horas en comparacion al grupo control, esto nos
sugiere que los componentes del extracto que son responsables de inducir la proliferacion celular pueden

tener una vida media aproximada de 24 horas. Gutiérrez-Venegas y Cols. posterior a estimular fibroblastos
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gingivales con LPS bacteriano observaron que el administrar flavonoides de extractos de plantas puede
tener un efecto inhibidor sobre la via MAPK/cinasas, la cual es una via de sefalizacion asociada
comunmente con proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Este fendmeno podria relacionarse
con el observado en nuestras mediciones de 48 y 72 horas; no obstante, debe ser determinado ante el
compuesto obtenido del aislamiento de diversas sustancias tales como alcaloides, taninos, flavonoides y

. L. 33,34
compuestos cianogenicos.

El ensayo DeadEnd nos permitié analizar la cantidad de células que mueren por apoptosis, nuestros
resultados sugieren un porcentaje mayor de muerte celular ante la concentracion de 0.0125%. Este
resultado puede relacionarse con la mayor proporcion de células presentes en esta dosis, ya que, como se
menciond antes, esta concentracion estimulo mayor proliferacion de fibroblastos gingivales a las 24 hrs. Esto
nos abre la pregunta de cual es la relacién proliferacion-muerte generada por este extracto, lo cual es
importante para poder asignar cual es efecto predominante de éste, reforzando la incégnita de cual serd el
elemento o compuesto particular responsable. Para el grupo 0.025% se observd menor proporcién de
apoptosis, incluso que el grupo control, lo cual nos sugiere que la muerte celular por esta dosis deriva de
otro mecanismo, tal como la necrosis celular. Se considera que la apoptosis en un tejido u 6rgano genera
menos eventos adversos comparado a la necrosis ya que una muerte celular programada induce menos
inflamacion y respuesta inmune celular.”’ Sin embargo es importante seguir investigando, ya que esta es la

primera ocasion que se realizan estudios relacionados con este tema.
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14. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que el extracto de Sedum dendroideum contiene
flavonoides en su composicidn quimica y sobre los fibroblastos gingivales presenta un efecto bivalente o
dimérfico en relacidon a la dosis, ya que en una concentracidon del 0.0125% (concentracion mas baja
establecida para esta investigacion) aumenta la proliferacidn celular en los fibroblastos gingivales in vitro y a
concentraciones mayores puede comprometer la viabilidad celular, este fenédmeno se refuerza con los

resultados de apoptosis que nos muestran que realmente puede inducir la muerte celular.

El uso de plantas medicinales es una practica comun alrededor del mundo; de acuerdo con estadisticas de la
Organizacion Mundial de Salud, 80 por ciento de la poblacién de los paises en desarrollo recurre a distintos

tipos de ellas para satisfacer o complementar sus necesidades médicas, porcentaje que aumenta cada afo.

Actualmente, la importancia de las plantas medicinales radica no sélo en su riqueza como parte de la
tradicion milenaria, sino también en el conocimiento cientifico que se genera a partir de su estudio y del

analisis que se realiza en cuestiones ecoldgicas, geograficas, culturales, farmacoldgicas y quimicas.

En México, la cantidad de plantas usadas por sus propiedades curativas, de las cuales se tiene registro,
asciende a cinco mil especies; sin embargo, se estima que sdélo 5 por ciento han sido estudiadas para validar
quimica, farmacoldgica y biomédicamente los principios activos que contienen, en los cuales reside su
utilidad médica, en ello radica la importancia de realizar este tipo de investigaciones para encontrar nuevas

terapias en el tratamiento de afecciones con alta incidencia como lo son la Ulceras en cavidad oral.

Con base a estos resultados no podemos concluir un efecto positivo o negativo sobre |la
proliferacién/viabilidad celular de fibroblastos gingivales ya que se trabajo con extracto no fraccionado de
Sedum dendroideum, esto nos abre la puerta a realizar futuras investigaciones sobre los efectos que tiene

cada componente en especifico del extracto.
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