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RESUMEN

Las enfermedades gingivoperiodontales son procesos patolégicos que alteran las estructuras
de la encia y estructuras dentarias. El factor etioldgico principal es la biopelicula de placa
dental que se forma en las inmediaciones del surco gingival, cuando se desarrolla una
gingivitis o una periodontitis en realidad lo que se produce es un desequilibrio entre la
capacidad agresiva de los microorganismos y los mecanismos de defensa del hospedero;
por tanto es una enfermedad silenciosa de gran porcentaje de morbilidad en el mundoy en
nuestro pais que provoca infecciones severas, perdidas dentarias e inclusive enfermedades

sistémicas como la endocarditis bacteriana.

En el presente trabajo se estudié el extracto acuoso de Aphyllocladus spartioides weddell el
cual tiene amplio uso por la medicina tradicional de nuestro pais; trabajando en sistemas de
cultivos in vitro,en lineas celulares continuas y primaria determinando la Concentracion
citotoxica media (CC50) esta evaluacion se llevo a cabo por el método de Exclusion del
colorante Azul tripan y de reduccion de la sal de Tetrazolium (MTT) , donde el promedio
de ambos ensayos presento una (CC50) de 0.1228 mg/mL también se realizo el estudio de
toxicidad local in vivo en mucosa oral de animales de experimentacion (conejos),
evaluando los diferentes parametros de la mucosa oral : linfocitos, eosinofilos, vasos
congestivos, hiperplasia, queratinizacion, numero de capas de la mucosa en diferentes
estratos , no se encontraron alteraciones significativas en la mucosa , sino un posible efecto
de reepitelizacion a nivel del estrato intermedio de la mucosa, observando un aumento de
mitosis. Por ultimo se evalud el efecto terapéutico del enjugue bucal (Retamox
al0.03g/100mL), mediante el estudio clinico con 30 pacientes que cursaban gingivitis y
periodontitis, realizando el estudio microbiolégico y clinico de los signos
gingivoperiodontal. El estudio clinico reporto una visible disminucion de bacterias
patdgenas como: las Fusobacterias, Espiroquetas y Streptococcus mutans spp cambios en
algunos signos gingivoperiodontales relacionados con la inflamacién e infeccién como el
cambio de color, perdida de textura, disminucion de las bolsas gingivales, con estos
resultados obtenidos de pude decir que es una alternativa fitoterapeutica en el tratamiento

de enfermedades periodontales.
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Sumary

The illnesses are pathological processes that alter the structures of the gum and dentaries
structures; the etiologic factor essential is the biofilm of dental. When a gingivitis or a
periodontitis is developed in fact what takes place it is an imbalance between the
microorganisms and the mechanisms of defense of the hospedery; being a silent illness of
great morbilidad percentage in the world and in our country. It provokes severe infections,
dentary lost and inclusive systemic illnesses as the bacterial endocarditis. At the moment
alternative therapies are investigated for the control of this illness.

In the present work was studied the watery extract of Aphyllocladus spartioides weddell in
systems of cultivations in vitro, in cellular continuous lines and primaries, determining the
half Citotoxica Concentration (CC50), the evaluation was carries out for the method of
Exclusion of the coloring Blue tripan and of reduction of the salt of Tetrazolium (MTT),
also carries out the study of local toxicity in vivo in mucous oral of experimentation
animals, in different levels of the mucous oral, finally the therapeutic effect was evaluated
of the dries buccal (Retamox to 0.03 g /mL ) by means of the clinical study with 30 patients
that have gingivitis and periodontitis, carrying out the study microbiologist and clinical of

the signs gingivoperiodontales.

The extract of Aphyllocladus spartioides weddell presents a CC50 of 0.1228 mg / mL. In
the study in vivo were not significant alterations in the mucous oral, but a possible
reepitelization effect at level of the intermediate stratum of the mucous oral observing a

mitosis increase.

The clinical study reports a visible decrease of patogens bactery like: Fusobacterias,
Espiroquetas and Streptococcus mutans spp changes in some signs gingivoperiodontal
related with the inflammation and infection. Proposing later studies that enlarge the
sostenibility of the obtained results, to be able to consider an alternative fitoterapy in the
treatment of periodontal illnesses.
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I.Introduccién

El ser humano desde el inicio de su historia fue desarrollando conocimientos tanto en
ciencia como arte; entre estos se encuentra el uso de las plantas medicinales cuyo aporte
fue de gran valor para el manejo de la salud en cada época. Entre las principales culturas
que aportaron a tal desarrollo podemos citar a la cultura China, Egipcia, Griega, Azteca,
Aymara, Quechua,Maya , conocidas por el desarrollo de practicas medicas y la busqueda
de remedios en base a plantas originarias que alivian las diferentes dolencias o

enfermedades.

La salud es el factor elemental para el normal desarrollo de las actividades cotidianas del
organismo; un deterioro en la misma conduce a una disminucion en el rendimiento fisico y
mental y condiciona a su vez un deterioro econdmico y social. Siendo este un
acontecimiento cotidiano y frecuente a nivel mundial, cobra importancia su manejo y el

despliegue de esfuerzos, estrategias y mecanismos, con fines terapéuticos y preventivos.

Entre los principales problemas en salud se encuentran a las enfermedades infecciosas de la
cavidad oral, por cuanto la boca es uno de lo sitios del organismo mas expuestos a agresion
externa. Los procesos patoldgicos de la cavidad oral mas frecuentes: son las caries,
gingivitis y periodontitis, procesos de evolucion lenta, que al no ser tratadas
adecuadamente, con el transcurso de los afios conducen a una serie de complicaciones

como: la destruccion y pérdida de piezas dentarias o enfermedades a nivel sistémico.

Las expresiones clinicas de la enfermedad periodontal la gingivitis y la periodontitis,
representan un grupo de patologias infecciosas especificas que afectan a las estructuras
que rodean el diente, tanto encia, como al ligamento periodontal. Entre los factores
determinantes para el desarrollo de estas patologias, podemos citar: la deficiente o ausencia
de aseo dental y una respuesta protectora o defensiva a nivel inmunolégico. Cuando la
gingivitis persiste, donde solo es afectada la encia, puede derivar a periodontitis, en la que
se ven afectadas las estructuras dentarias y se observa la destruccion de los tejidos de

soporte dentario, ligamento periodontal, cemento inclusive hueso alveolar.
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Estudios recientes indican que la enfermedad periodontal es una enfermedad silenciosa
que afecta a un 90% de personas adultas, siendo menos frecuente en la pubertad y en

jovenes de 20 afios (* "19).

En nuestro pais; el altimo censo nacional refiere que un 70% de los hogares bolivianos son

considerados pobres, (51% urbanos y 94% rurales),®

) con falta de acceso a servicios
basicos de educacion, salud y vivienda, alimentacién deficiente o baja en nutrientes
esenciales; reportando notables indices de afecciones bucales en nifios , adultos y ancianos.
En las enfermedades periodontales diagnosticadas Ante esto, una vez diagnosticadas, el
tratamiento en un inicio consiste, de un curetaje odontoldgico, seguido de la utilizacién de
antibidticos; sin embargo, en muchos casos el costo de este tratamiento se constituye en una

limitante que provoca el abandono del mismo.

En respuesta a los problemas de salud, en los Gltimos afios el tratamiento cobro mucha
importancia por lo que se trato tratando de encontrar un bajo costo y facil acceso para la
poblacion: Una de las estrategias fue la realizacion de procesos de validacion cientifica de
productos naturales para la generacion de nuevos farmacos a partir de plantas medicinales.
Entre algunas plantas medicinales estudiadas tenemos: a la Chinchona spp, droga utilizada
en el tratamiento de la malaria, la Artemisa annua que es un conocido antimalarial, La
Vinca rosea con actividad antitumoral en ciertas leucemias y otras. Entre las plantas
utilizadas para las afecciones bucales tenemos a la manzanilla, el llantén, el arrayan, que
son empleadas en el alivio de procesos infecciosos bacterianos. Asimismo se cuenta con
productos conocidos mundialmente para el tratamiento de infecciones bacterianas en
procesos gingivoperiodontales, como el Kuwanon, Lanta camara que demostraron tener

actividad contra Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y Porpyromonas gingivalis.
(16,33, 70)

En el presente trabajo, se plantea realizar el estudio de las propiedades antibacterianas de
la planta Aphyllocladus spartioides weddell en procesos gingivoperiodontales; planta
originaria de los valles potosinos es utilizada en la medicina tradicional del lugar originaria
en el alivio de las inflamaciones de las encias y que estudios previos han demostrado

efectividad contra agentes bacterianos causantes de la enfermedad periodontal. *9
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I1.Planteamiento del problema

Las enfermedades periodontales constituyen un problema en la mayoria de la poblacién
mundial, convirtiéndose en una pandemia silenciosa que afecta tanto nifios y jovenes,
como adultos y ancianos, afectando principalmente a las encias en las que generan signos
como sangrado , inflamacion , aumento de la placa bacteriana, deterioro de la estructura
propia del diente mostrando movilidad dentaria, incluso la perdida de piezas dentarias lo
que a su vez trae consecuencias tanto en la estética como en la fisiologia y psicologia del

paci ente-(9.832,39,104)

La enfermedad periodontal se presenta con elevada frecuencia en nuestra poblacion ,
muestra de ello esta en los registros de la Facultad de Odontologia de la UMSA, donde en
el afio 2006 la Catedra de Periodoncia atendié alrededor de 1000 pacientes que presentan
alguna manifestacion de enfermedad periodontal . Los casos van desde los mas leves, son
los que requieren una profilaxis, a casos avanzados donde el Unico tratamiento consiste en
una intervencion quirurgica, que representan un alto costo, por esta razén en su mayoria

las personas de bajos recursos abandonan el tratamiento.

Entre los productos disponibles para el tratamiento de estos procesos se tienen antibidticos
0 quimicos terapéuticos que inhiben la proliferacion bacteriana, en la placa dental. Sin
embargo, se ha reportado que con el uso de estos agentes existe irritacion en los tejidos
circundantes, mostrando trastornos en la cicatrizacion y reparacion tisular o afectando a la
estructura de la pieza dentaria, ademas de reacciones adversas al tratamiento antibi6tico
como nauseas, VvOmitos, manchas en los dientes, hipersensibilidad, diarreas,
fotosensibilidad, neutropenias y granulocitosis ‘®121926335175103) | 4 falta de manejo de
estos problemas que puede conducir a la generacion y asi no pudiendo evitar las
complicaciones como la dermatitis, nefritis, artritis y endocarditis bacteriana. Estas y otras
patologias son causadas por el desequilibrio de la placa bacteriana, que favorecen a los
microorganismos la capacidad para producir alteraciones en los mecanismos de defensa del

aparato inmune,



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

permitiendo asi cambios patoldgicos que van desde infecciones enddgenas hasta procesos
auto inmunes por liberacion de antigenos bacterianos , que forman complejos inmunes que

se depositan en diferentes tejidos (104106122

En investigaciones recientes™****"1¢3) mediante cultivos sanguineos se verifico, que a los
30 segundos después de realizada una extraccion dentaria o de un curetaje o de una
tartrectomia o de una limpieza bucal o de cirugia periodontal , se producen bacteremias en
un 100% de los casos, ( diseminacion de las bacterias orales hacia la sangre ) por lo que ,
en menos de un minuto luego los microorganismos ; que alcanzan el corazén y pulmones
y otros Organos esto se realiza a través de capilares periféricos sanguineos y de linfaticos
de la cavidad oral.

Ante tales evidencias, en nuestro pais debido al bajo estado nutricional de la poblacion, se
reportan frecuentes casos que convierten a este hecho en un problema de salud, en el que
la profilaxis antibidtica se ha transformado en una regla en, pacientes con enfermedad
periodontal.

Ante la necesidad de encontrar un recurso terapéutico que pueda ser accesible, de bajo
costo y de facil administracion, se reporta el uso de remedios caseros de origen natural
como métodos alternativos. En esta linea nuestro laboratorio esta en desarrollo un agente
terapéutico de origen natural que sea efectivo a concentraciones no toxicas que no

produzca efectos adversos al paciente y que sea de un accesible costo al paciente.

I11.Antecedentes

Las infecciones odontogenicas son patologias ampliamente distribuidas en la poblacion,
estos se encuentran relacionados la boca y tejidos circundantes, donde habitan diferentes
especies de microorganismos, como bacterias, virus y hongos, distribuidos en diferentes
proporciones segun la zona: mucosa, dorso de la lengua, superficies dentales, surco

(712.3353.75.100142jval, saliva, placas dentales. Sin embargo el desequilibrio de la dieta
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proporciona ya de una cantidad de padecimientos infecciosos como la caries dental,

gingivitis y periodontitis.

La enfermedad periodontal incluye una serie de procesos patoldgicos inflamatorios que
afectan a las estructuras de la cavidad oral desde las papilas inter dentarias hasta las
propias estructuras del periodonto (ligamento periodontal). Esta producida por el
desequilibrio de la interaccion entre la respuesta inmunitaria del huésped y la flora de la
placa dental marginal que coloniza el surco gingival. Estas patologias pueden agruparse en
dos grandes grupos: procesos que afectan a la encia (gingivitis) y los que se extienden al

resto de las estructuras del periodonto (periodontitis). (42143

La gingivitis es la etapa mas temprana de las enfermedad periodontal, se caracteriza por
inflamacién que afecta los tejidos blandos que rodean al diente, principalmente la encia
caracterizandose por un sangrado consecuente al simple cepillado dental , por la destruccion
de las papilas interdentales y a menudo del borde gingival, lo que produce un intenso dolor.
Su génesis esta implicada a factores: orales como la falta de higiene, tabaquismo, sistémicos
como el estrés, factores hormonales, carencias nutricionales inclusive un déficit de consumo
de vitamina C y sobre todo una dieta rica en carbohidratos residuos adheridos al surco
gingival que son utilizados como sustrato para la proliferacion de bacterias de la cavidad
oral. Entre las diversas bacterias tenemos: Espiroquetas, bacilos fusiformes, Leptotrichia
buccalis, selenomonas spp y Prevotella melaninogénica.Treponema denticola, Actinomices,

actinomicetocomitans, Streptococcus mutans: ¢23433100)

La periodontitis se puede definir como la inflamacion de los tejidos de soporte del diente,
que usualmente muestra cambio progresivo, con perdida de hueso y del ligamento
periodontal; por extension de la inflamacion de la encia son lesiones con caracteristicas
inflamatorias causadas por una infeccion por placa bacteriana, la cual provoca procesos de

hipersensibilidad inmunol6gica que causa serio dafio tisular local.
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La Periodontitis no tratada, o tratada inadecuadamente, es la principal causa de pérdida de

piezas dentarias en adultos La alta incidencia de esta patologia en la poblacion local de

nuestro pais se expresa en el hecho que la lo Facultad de Odontologia de la UMSA,
Céatedra de Periodoncia atiende alrededor de 1000 pacientes con diferentes tipo de
enfermedad en el transcurso de un afio.El registro de pacientes que acudieron a consulta

odontol6gica muestra el siguiente perfil.

Registro de Pacientes que acudieron aconsulta Odontologica ala
Facultad de odontologia Catedra de Periodoncia

160+

140+

120

100

80

N2 de pacientes

60

40

20

Gingivitis
marginal
localizada

Gingivitis
marginal
genralizada

Enfermedad
Periodontal
supurativa

Enfermedad
Periodontal
destructiva

Gingivitis
Ulcero
necrozante

Agrand. G.

Otros
(profilaxis)

O Seriel

145

63

15

157

4

20

99

Figura Nol. Bolivia: Numero de pacientes segin enfermedad peridodontal que acudieron a realizarse
tratamiento a la facultad de odontologia Catedra de Periodoncia de neumonias en personas de 15 a 60 afios

de Febrero a Noviembre del 2006. Fuente: Libro de registro de Catedra de Periodoncia.
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Segun la informacion disponible un 28,8% de los pacientes presenta GML (gingivitis

Marginal Localizada), un 12,5% presenta GMG (gingivitis marginal generalizada) un 2,9%

presenta EPS (enfermedad periodontal severa ), un 31,2% EPDC ( enfermedad periodontal
destructiva crénica), un 0,8% GUNA ( gingivitis ulcero necrozante aguda ) y el resto
acuden por profilaxis bucal. Siendo el 52,4% de los pacientes fueron del sexo femenino y

47,6% del sexo femenino los cuales oscilaban entre 21 a 30 afios de edad.

La enfermedad periodontal es la causante de sangramiento, dolor y perdida de piezas
dentarias; su terapia y prevencion es importante para revertir estos signos 'y poder
preservar las piezas dentarias como sea posible, retardando, deteniendo o revirtiendo la
destruccion periodontal .Un tratamiento exitoso no solo esta basado en el mejoramiento
de los parametros clinicos, e idealmente en la regeneracion de las estructuras perdidas y la
recuperacion de la funcién normal, sino también, en cambios cualitativos y cuantitativos
dentro de la microbiota subgingival, la supresion de los focos infecciosos subgingivales a
través del desbridamiento mecénico, la remocion de la placa bacteriana y el céalculo
adherido supra y subgingival, pulido radicular ,la instruccién en higiene oral , la
eliminacion de factores de retencion de placa, y la regeneracion de la estructura dentaria
mediante la cirugia periodontal. En algunos casos la pérdida del nivel de insercién
periodontal es continua, persistiendo los sacos profundos; esto convence al profesional
odontdlogo a definir una estrategia antimicrobiana local y sistémica combinada para la
eliminacion de las bacterias patogenas especificas sean eliminadas mediante los
antibidticos como la clindamicina, tetraciclina, metronidazol y otros de tipo sistémico como
los de la familia de las penicilinas. Estos penetran y afectan todos los nichos ecoldgicos de
los microorganismos de la cavidad oral en forma total, de sitios enfermos y sanos, siendo
una ventaja en situaciones donde los periodontopatogenos estan distribuidos a través de la

totalidad de la boca.

Estos tratamientos son costosos y en su mayoria, toxicos en varios niveles debido a su

prolongado uso se ven reacciones adversas Como nauseas, vomitos, diarreas,
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hipersensibilidad, fotosensibilidad, y aun peor la resistencia antimicrobiana, por eso hoy en

dia existe una busqueda continua de nuevas alternativas terapéuticas La medicina

tradicional de diferentes regiones del mundo, reporta diversas plantas antibacterianas usadas

en el tratamiento periodontal contra algunas bacterias periodontopatogenas.

Entre las investigaciones recientes, realizadas en latinoamerica, en el Brasil se testaron 25
plantas medicinales de diferentes regiones de su pais, de las cuales extrajeron 49 extractos
donde Jatropha elliptica, Schinus terebinthifolius y eritrina mulungu, Caesalpinia
pyramidalis, Serjania lethalis y Lafoensia pacari las mismas que presentaron un poder
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus. Otras plantas ubicadas en region del Africa y
Madagascar son: la Hurungana madagascariensis , planta utilizada como antibacteriana
topica, en productos de higiene bucal, la Mikania glomerata y Mikanis laevigata, las
cuales se encuentran en areas tropicales de Africa , Asia y América con mas de 200
especies donde estudios de diferentes fracciones e cromatograficas , demostraron actividad
antibacteriana sobre bacterias patdgenas orales en especial sobre Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans, Streptococcus cricetus , el Kunamon G , conocida planta de la
medicinal Koreana en estudios de screenig antimicrobiano, presenta una significativa
inhibicién en el crecimiento de bacterias cariogenicas como Streptococus mutans,
Streptoccuus  sobrius, ,Streptococcus sanguis y Porpyromonas gingivalis que son
causantes de la periodntitis. En la India se examinan alrededor de 61 plantas medicinales de
33 familias diferentes; y donde se encontr6 Dorema ammoniacum, Sphaeranthus indicios,
Dracaena cinnanbari, Mallotus philippinensis, Jatropha gossypifolia entre otras tienen una
significativa inhibicion sobre Bacillus cerius, Bacillus subtillis, Micrococcus, candida
albicnas, Aspergillus Niger, Pseudomona aurigonosa, Staphylococuucs aureus,

Staphylocicus epidermidis(1>4%57.6081.112)

Al Rubus conocido popularmente como mora es también utilizado en afecciones bucales,
principalmente contra algunas bacterias como Bacillus subtillis, Bacillus sp, Escherichia

coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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La manzanilla (chamomilla) es considerada una planta medicinal y su eficacia curativa se
conoce desde la antigliedad. Estudios realizados con una pasta dental con aceite de
manzanilla presentaron dismunicion sobre Streptococcus mutans, Pseudomona, Klebsiellas

y Candidasy mas aun sobre el indice gingival formado en la gingivitis*”

Entre otras plantas de gran importancia en el tratamiento terapéutico de enfermedades
periodontales tenemos a la Sanguinaria mexicana (Polygorum Aviculare L.) que es utilizada
como enjuague bucal contra la gingivitis, especialmente en la considerable reduccion de la
placa bacteriana. También el Propolis ( Apis mellifera) es extraido a partir de la resina y
exudados de varias plantas como un producto elaborados por las abejas; tiene una amplia
distribucion mundial, su actividad biocida in vitro de pro polis frente a S. mutans, fue
recientemente estudiada; se determino el efecto sobre diferentes microorganismo patégenos
orales, entre los cuales se incluyé Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus y Candida albicans,Porphyromonas

gingivalis. 8162

En nuestro pais debido a su gran riqueza biologica se reportan innumerables plantas
utilizadas por diferentes comunidades para las dolencias bucales, entre ellas se encuentra, la
Salaya, Arrayan, Chillca. Llantén. Entre estas plantas curativas se reporta la akhana
(Aphyllocladus spartioides weddell) una planta que se encuentra en los valles potosinos
que es muy usada por los habitantes del sur del pais en forma de infusion en inflamaciones
y enfermedades de la encia, quienes reportan efectos terapéuticos en el tratamiento de estas
dolencias. En trabajos anteriores se investigaron sus propiedades fitoquimicas en las que se
observo que presentan compuestos como flavonoides y taninos las que podrian estar
involucrados en la accion biologica; también se realizaron estudios in vitro sobre bacterias
obtenidas del surco gingival y se concluyo que presenta actividad sobre microorganismos
anaerobios causantes de la enfermedad periodontal como Fusobacterias, Treponemas, S.
mitis,S.mutans,Staphylococcus aureus. También se determino la actividad del extractoen
pacientes in vivo en pacientes demostrando una disminucion significativa en Bacilos

fusiformes y Espiroquetas utilizando una solucion de e enjuague al 5% asi como también
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una, disminucion en signos de inflamacién , coloracion , dolor y sangrado de las encias,
constituyendo de este modo un recurso fitofarmacologico de amplias perspectivas en el
manejo de procesos gingivoperiodontales para lo cual se necesita realizar estudios
preclinicos sobre todo de toxicidad , para tener una seguridad clinica efectiva de la planta y
sobre todo para realizar una validacion cientifica de la planta, en procesos de

investigacion clinica .

1V . Justificacion

En este ultimo tiempo con el objetivo de realizar un mayor aprovechamiento y de la
actividad bioldgica de las plantas medicinales, estad siendo estudiada a nivel mundial en
diferentes areas. En este marco la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiza
recomendaciones sobre la realizacion de estudios preclinicos toxicoldgicos exhaustivos de
los componentes de la herbolaria medicamentosa tradicional, en varios niveles del

organismo: somatico, celular y genético-( 83115154

En nuestro medio desde varios afios se han estado estudiando diferentes, plantas
medicinales de la herbolaria tradicional con la finalidad de obtener la validacion cientifica,
como se menciono antes en el mundo Yy en nuestro pais, miles de personas sufren
dolencias bucales siendo las de mayor frecuencia: las caries, la gingivitis y la
periodontitis,las cuales afectan a gran parte de la poblacion . Estos procesos infecciosos de
la cavidad bucal, en especial las enfermedades periodontales ( causadas fundamentalmente
por bacterias que habitan normalmente en la placa dental de la cavidad oral ), aumentan
debido a una deficiente higiene bucal, mala alimentacion, un excesivo consumo de hidratos
de carbono, déficit de vitaminas , estrés, depresién . Todo lo anteriormente mencionado va
relacionado con los factores socioculturales de los habitantes: pobreza, analfabetismo, falta
de educacién y orientacion. Se sabe personas que presentan los primeros sintomas de la
enfermedad peridontal no prestan mayor importancia y no acuden a un centro de salud
para su atencién; es por todo esto que hoy en dia se reportan enfermedades sistémicas

como: endocardititis, bacteremias, neumonias bacterianas, dermatitis, nefritis, artritis y
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diabetes mellitus en pacientes que cursaron enfermedades periodontales en ocasiones

anteriores.

Para aliviar estas enfermedades infecciosas e inflamatorias ademas de la higiene bucal
constante y eliminacion de la placa bacteriana o el curetaje , se utiliza también
medicamentos ya sea sustancias quimicas antibioticos, tanto a nivel local y sistémica, entre
estos son frecuentes la clorhexidina, la penicilina, la vancomicina, la eritromicina, el
metronidazol e inclusive quinolonas de tercera generacién como la ciprofloxacina entre
otros antisépticos orales como la combinacién de yodo povidona, compuestos como el otro
eugenol, timol, etilaminoetanol, salicilato de metilo que, segun indicaciones evitan la
irritacion e inflamacion en las encias. Sin embargo se sabe que estos poseen muchos
efectos adversos en el tratamiento con estos como ser: nauseas, vOmitos, diarreas
fotosensibilidad, hipersensibilidad y sobre todo manchan los dientes; mas aun se demostré
tanto un efecto toxico a nivel sistémico e inmunosupresor de ciertos antibioticos como la
resistencia antibidtica por ciertas bacterias periodontopatogenas y efectos irritativos sobre
células de la mucosa oral, pudiendo interferir sobre procesos de reparacion como efecto de
lo anterior , hoy en dia se da mayor importancia a la utilizacion de enjuagues bucales
debido a que esta sustancia permanece por lo menos un minuto en contacto con la encia o
sacos pariodontales formados en la enfermedad periodontal y al expulsar el enjuague
arrastra a varias bacterias no causando asi efectos no deseados en los pacientes. Queda
claro entonces que las desventajas mencionadas anteriormente en el tratamiento
odontologico que utilizan los profesionales odontdlogos justifican de sobremanera la

investigacion y desarrollo de un agente terapéutico de origen natural. (2:20:24:29.33.61.68)

Simultadneamente al desarrollo tecnoldgico de la industria farmacéutica, se ha desplegado un
gran interés de parte de los investigadores por estudiar sustancias naturales que posean
algunas propiedades farmacoldgicas con efecto antimicrobiano. Se debe destacar que los
farmacos con base en derivados de productos naturales presentan una inmensa ventaja
respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos siempre estan

biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias que van a
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potenciarse biolégicamente entre si, de forma tal que, en general, no se acumulan en el

organismo y sus efectos indeseables estan limitados.

En Estados Unidos se calcula que entre un cuarto y la mitad de todos los productos
farmacéuticos que se venden, tienen un origen natural o han sido obtenidos a partir de
sustancias naturales, pero una escasa cantidad son usadas como antimicrobianas, desde la
aparicién de los antibidticos convencionales en la década de 1950. La fitoterapia, nombre
que se aplica al uso medicinal de derivados de plantas, nunca ha dejado de tener vigencia.
En el ambito odontoldgico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia dentro de
programas preventivos y curativos ha estimulado la investigacion, con el fin de avalar la
actividad antimicrobiana de distintos derivados de plantas para ayudar en el control de la
placa bacteriana, y por consiguiente, en la disminucion de la incidencia de caries dental y

enfermedad periodontal.

Diversos estudios in vitro con diferentes con antibidticos extraidos de plantas medicinales
muestran la existencia de una considerable actividad antibacteriana en los productos
naturales. Entre algunas se puede citar al extracto de té Verde, que inhibe el crecimiento de
Streptococcus mutans. La sanguinaria que es un alcaloide Extraido de la raiz del
canadensis de Sanguinaria, que presenta un amplio espectro antimicrobiano contra una
variedad de bacterias orales. La raiz de alba de Morus ha sido usada tradicionalmente en
los paises asiaticos para estos propositos medicinales debido a su poder antiinflamatorio y
actividad antibacteriana especialmente en bacterias como Staphylococcus, Bacilllus
subtilis. EI Kuwanon es una de las plantas mas populares vendida en los mercados de
Corea de esta se reportan investigaciones de sus propiedades antibacterianas basados en
estudios de concentraciébn minina inhibitoria que demostraron resultados contra el S.
mutans, S. sanguis, Porpyromonas gingivalis. La bibliografia también reporta S.
Propoleon que es también ampliamente utilizada en Norteamérica, Australia y Brasil se
reportan estudios in vitro relacionados con su actividad antibacteriana sobre bacterias
orales como Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis Prevotella El propolis o
propoleoses un compuesto resinoso y pegajoso, elaborado por la abeja tiene efecto

importante sobre Porpyromonas gingivalis@**¢2)
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Por su parte, gran parte de la poblacién en Bolivia por sus bajos recursos y por factores
culturales tiene elevada preferencia a la medicina tradicional por estar mas al alcance de las
clases menos favorecidas y porque presenta reconocidos precedentes en el efectivo uso
terapéutico de plantas medicinales tales como la manzanilla, salaya, llantén, arrayan,
chillca, urtica dioca, Andrographis Panicula, entre otras conocidas entre la poblacion

boliviana.

En nuestro pais se evidencio en estudios preliminares en nuestro laboratorio que
Aphyllocladus spartioides weddell planta utilizada utilizada como medicina tradicional
para el manejo de las inflamaciones de las encias o sangramiento, tal efecto se verifico con
el extracto acuoso de la planta tanto in vitro como in vivo en enjuagues, donde tiene la
capacidad de inhibir ciertas bacterias tales como Fusobacterias, Treponemas, Estreptococos
en cultivo. Estudios piloto realizados con pacientes que mostraron gran mejoria de

sintomas gingivoperiodontales.

En este marco se ha seleccionado a la Akhana con base tanto en el conocimiento popular,
como en los antecedentes de estudios anteriores, para proseguir con los estudios de

seguridad pre-clinica, que permita para la validacion de su uso como agente terapéutico.

Estos estudios se los realizo evaluando al extracto a diferentes concentraciones para
determinar su efecto toxico in vitro, para asi poder conocer a las concentraciones a las
cuales tendra inocuidad el extracto para luego realizar estudios en pacientes que cursen las
enfermedades periodontales y asi poder realizar un seguimiento clinico que evidencie la

efectividad del extracto in vivo.
V.Marco Tedrico.
Las enfermedades gingivoperiodontales son procesos infecciosos cuyo factor etioldgico

esencial es la biopelicula de placa dental bacteriana. No obstante, estas se encuentran

condicionadas por una cantidad de factores no clarificados en su totalidad.
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Entre las causas de la enfermedad periodontal (EP) podrian encontrarse procesos intrinsecos
al ser humano, como la respuesta del portador. Se han sefialado, entre los factores asociados
a tomarse en cuenta: estan la edad, estado nutricional, situacién econémica y la biologia de
la placa; estos factores asociados se confirman como factores de riesgo. No obstante, resulta
premonitorio encuadrar a las enfermedades gingivoperiodontales por tales factores, los
cuales no siempre son una constante en periodontitis En las Gltimas décadas se ha discutido
la importancia relativa de las bacterias, de los factores locales que facilitan su desarrollo,

como asi también las influencias sistémicas en la etiologia de la enfermedad periodontal.
(1,2,4,7,53,106)

A. ETIOPATOGENIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

1. Principales microorganismos de la boca

Normalmente existe en los tejidos que rodea el surco gingival un proceso leve inflamatorio
sin manifestaciones clinicas, que es consecuencia de la interaccién entre los
microorganismos que lo colonizan habitualmente y los sistemas de defensa del surco que
evitan el ingreso de los gérmenes a los espacios titulares. La ruptura de este equilibrio es la
que produce el estado de enfermedad. Con las reservas necesarias, se habla de una
microbiota subgingival normal en la que predominan entre otros: Streptococcus sanguis,
Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium spp., Prevotella spp y
Veillonella spp. También existe en el surco gingival sano, un pequefio numero de células
tales como leucocitos polimorfos nucleares, macrofagos, linfocitos y células plasmaticas
que provienen de la trasudacion del tejido que rodea al surco. Esta es una zona de
permanente enfrentamiento entre los elementos de agresion del entorno, que se acumulan en
un sitio apto para esto y la defensa que sale al encuentro. Esta generalmente se impone, si
las condiciones de higiene evitan la sobre acumulacién de los microorganismos y la
formacion de las placa bacteriana. Si se sobrepone el componente agresor, por acumulacion

in situ sobreviene la destruccion por el propio hospedero como producto de una reaccion

16



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

inflamatoria (hipersensibilidad), con liberacion de enzimas liticas que causa destruccion del

tejido conectivo. (#71229:3336.141)

La placa subgingival ejerce su efecto sobre los tejidos periodontales en funcion de una serie

de etapas que a menudo se interrelacionan entre si:

a) - Colonizacion: o llegada, entrada, establecimiento y multiplicacion de los
microorganismos en el surco gingival, favorecida por las condiciones anaerobias del surco
y los sistemas nutricionales. La presencia de bacterias con adhesinas contribuira al proceso
de colonizacion mediante fendmenos de adhesion al esmalte, agregacion y coagregacion,

con lo que se estructura un autentico nuevo microecosistema

b) - Penetracion: o capacidad de los microorganismos, o los productos por ellos

elaborados, para atravesar el epitelio y alcanzar el tejido conectivo y hueso alveolar.

No se conocen bien los mecanismos por los que los microorganismos atraviesan el
epitelio; sin embargo se postulan teorias como el poder invasivo inherente de las exotoxinas
de naturaleza enzimatica como las colagenasas, las fibronolisinas, la hialuronidasa, las
keratinazas y otras, que destruiran la matriz extracelular y el cemento intracelular para

formar una penetracion activa.

c¢) — Destruccion tisular. Puede ser directa microbiana o indirecta a traves del hospedero,
mediante la destruccion directa del limite epitelial. Esto habitualmente se debe a la
elaboracion de diversas sustancias por parte de las bacterias, o a la presencia de elementos

estructurales. Se cita entre estos:
Exotoxinas:
- Epitelio- toxinas que favorecen el avance microbiano.

- Leucotoxinas, con gran actividad sobre leucocitos polimorfo nucleares, que

comprometen los mecanismos defensivos en el surco gingival.
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Elementos estructurales:

- Endotoxinas: Posee una serie de actividades biolégicas, que son consecuencia de

acciones directas en el proceso de la inflamacion. Los efectos mas importantes a

nivel periodontal son los siguientes :

- Produce de forma directa neutropenia al activar células que liberan mediadores, los

cuales estimulan moléculas de adherencia leucocitarias y endoteliales.

Agrega las plaquetas

Activa el factor XII del sistema de coagulacion (factor importante en el
proceso de la inflamacion).

Activa el complemento por via alterna

Tiene efecto citotoxico sobre los fibroblastos.

Inhibe el crecimiento de los fibroblastos.

Induce la reabsorcion dsea, por activacion de los osteoclastos del hueso
alveolar que a su vez secretan colagenasas y fosfatasa.

Determina la liberacion de procolagenasas, prostaglandinas (PGE2),
interleucina 1, factor de necrosis tumoral y factor de crecimiento
transformable B e ta especialmente por los macréfagos.

Activa de forma policlonal los linfocitos B

Ejerce una accion toxica sobre los macrofagos e induce la liberacion de
enzimas liticas.

Tiene capacidad para penetrar a través del epitelio

Todas las bacterias gramnegativas localizadas ene le surco gingival estan

dotadas de endotoxinas, que son lipopolisacaridos de la pared, que son

estructuras muy parecidas entre los diferentes microorganismos.

- Mureina: Induce distintos tipos de respuestas del hospedero, tales como la

activacion del complemento por la via alterna, la estimulacion de la reabsorcion

6sea, la induccion de los macrofagos para que produzcan ( PGE;) y colagenas
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- Cépsula: Ejerce una accion antiopsonizante por la que se constituye en un

mecanismo de evasion de la respuesta inmune del hospedero, hasta el momento solo

- en P gingivales se ha reconocido la existencia de un material capsular que podria

tener esta accion.

- Fimbrias y otras adhesinas. Gracias a ellas las bacterias periodontopatogenas se

favorecen, hasta cierto punto, en su avance.

Flagelos y estructuras relacionadas: La movilidad bacteriana asociada a flagelos,

podria también ir ligada al avance tisular bacteriano en los tejidos periodontales

Enzimas

Asociadas con la destruccion tisular.

Colagenasas que acttan sobre el coldgeno no modificado del tejido conectivo
subepitelial, ligamento periodontal y hueso alveolar afectando su arquitectura y
alternando su funcion.

Tripsinas que actuan sobre el colageno alterado.

Estimuladores de la liberacion de pro-colagenasas por los neutrofilos,
fibroblastos y macrofagos.

Hialuronidasa, que favorece la difusion tisular microbiana por el tejido
conectivo al degradar el cemento intercelular (acido hialuronico).

Fosfatasa acida y alcalina que determinan perdida de hueso alveolar.
Condroitinsulfatasa que ataca al condrotin sulfato B, presente en el tejido
conectivo con lo que promueven su destruccion.

Otras, como gelatinasa, aminopeptidasas, ADNasa, Ranaza, Keratinasa y

fibrinolisinas, producidas por diversas bacterias periodontopatogenas.

- Moléculas asociadas con alteracion de los mecanismos defensivos del hospedero.

e Neuroaminidasas, que hidrolizan glucoproteinas sericas.
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e Proteasas que provocan destruccion de inmunoglobulinas y fracciones del
complemento; los microorganismos elaboran numerosas enzimas que acttan sobre

otras proteinas plasmaticas que intervienen en la respuesta inflamatoria.

e Leucocidinas, que modifica el funcionamiento de los glébulos blancos involucrados
en la defensa tisular.

e Fosfolipasa A; Entre la que destaca la FLA; citosolica que actta como generador del
precursor de las prostaglandinas, y la FLA, secretoria ,que es responsable de la lisis

celular.

Metabolitos

Muchas bacterias periodontopatogenas producen una amplia gama de productos
metabolicos finales, que pueden ser tdxicos para los tejidos del hospedero: indol,

sulfhidrico, amoniaco, aminas como cadaverina y putrescina.

Citotoxicidad

Sobre los neutrofilos, linfocitos y monocitos actia la leucotoxina de A
actinomycetecomitans. También debe destacarse que bacterias como A.viscosus Yy
Capnocitophaga spp. poseen factores que inhiben la proliferaron de fibroblastos y por tanto

la sintesis de colageno interfiriendo con la reparacion tisular.

Activacion Policlonal de los linfocitos B

Al producirse esta activacion por la endotoxina (LPS) de la pared de bacterias
gramnegativas, las células plasmaticas forman anticuerpos no relacionados con el agente
inductor, se producen inmunocomplejos que activan el complemento y los linfocitos liberan

citocinas proinflamatorias con las consecuencias de dafio a nivel periodontal, ¢339 53140.142)
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Activacion de los linfocitos T citotoxicos/supresores (Tg)

El numero de estas células puede ser particularmente importante por su capacidad para
retardar o reducir la respuesta inmunitaria humoral o celular especialmente en los inicios de

la periodontitis.

Inhibicion quimiotactica de los neutrofilos

Producida por factores no toxicos, que al evitar que los neutrofilos sean atraidos al foco son
impedidos de llevar a cabo sus funciones fagociticas, permitiendo la inflamacion de focos
infecciosos en el periodonto. Estas son elaborados por P. gingivalis, A.

actinomycetocomitans, Captocytophaga spp. y Fusobacterium spp.

Todos estos factores actian como mediadores de la evasion de la respuesta inmune, hecho
que favorece el eventual proceso infeccioso.De esta forma, los microorganismos que tienen

mayor capacidad de evasion seran los mas patogénicos en este proceso.

FACTORES LOCALES DEL HOSPEDERO

La mayor parte de los componentes organicos relacionados con las placas supra y
subgingival son antihigiénicos y por tanto, desencadena una respuesta por parte del
hospedero. Estos hechos explican en buena medida no solo la patogenia de la periodontitis,

sino también la de las gingivitis.

La reaccion local se lleva cabo mediante la inflamacion; esta se caracteriza por un aumento
de la permeabilidad de los vasos y una reduccién de la velocidad del flujo sanguineo en los
tejidos afectados. Los mediadores liberados son muy variados: histamina, prostaglandinas,
materiales lisosomicos, citocinas, calicreina y otros. En la segunda linea defensiva,
superada la barrera mecénica estructural del periodonto, se produce una reaccion vascular y
una reaccion celular que se traduce en una acumulacion de leucocitos y macrofagos,

atraidos por factores quimiotacticos, que derivan de las células, tejidos y de los propios
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productos bacterianos. El proceso fagocitico, puede aislar el dafio local en el tejido

afectado, eliminar al agente agresivo y producir la curacion: ¢3140142

Si esto no ocurre (inmunidad inespecifica) se pone en marcha una tercera linea defensiva,
que seria la produccion de anticuerpos (reaccion humoral) y de linfocitos (reaccion celular)
0 de ambas, simultdneamente (inmunidad especifica). De estos Ultimos fendmenos surgen
reacciones de hiperrespuesta, de las que puede derivarse proteccion o dafio local,
alternativamente puede haber o una falta de respuesta que igualmente puede conducir a un

efecto lesivo +>783336)

RESPUESTA NORMAL

Reconocida como respuesta defensiva o protectora, se produce cuando existe integridad de
las estructuras del periodonto, una adecuada reaccion vascular y celular en la segunda linea
defensiva y cuando los elementos contenidos en el liquido gingival son capaces de
neutralizar la agresién microbiana con ella se aisla el tejido dafiado, se elimina las
bacterias y se reparan las lesiones producidas y finalmente se llevara a cabo la curacion. Se
asume que la carga microbiana de agresion esta limitada por las medidas higiénicas con lo
que el hospedero mantiene su homeostasis y su inmunoregulacion. Por esto, la condicion
fisiolégica normal es un adecuado equilibrio con su entorno (nutricion, oxigenacion,

ausencia de contaminantes, fatiga, etc.) ¢*®
HIPERRESPUESTA

En las periodontitis primarias asociadas a la placa puede intervenir las hipersensibilidades
tipo 1,111 'y 1V. Esta conllevan la hiperativacion del complemento por la via alterna y a las
células fagociticas que, de forma independiente, llevan a cabo una fagocitosis excesiva,
dentro de un proceso de inflamacion que puede conducir al dafio tisular, mediado también
por la liberacion de enzimas liticas (PLA,, proteasas, etc.)
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ANAFILAXIA O HIPERSENSIBILIDAD TIPO |

Se produce cuando la inmunoglobulina E (IgE) dirigido contra antigenos de la placa se fija
a los mastocitos provocando la degranulacion celular y la liberaron de diversos compuestos
entre los que destacan la histamina, factores quimiotacticos de neutrofilos y eosinofilos,
metabolitos del acido araquidonico, (leucotrienos prostaglandinas y tromboxanos), factor de
agregacion plaquetaria y heparina. Todos ellos estan implicados de alguna forma en el

proceso inflamatorio o anafilactico a nivel periodontal. (140142

REACCION POR INMUNOCOMPLEJOS O HIPERSENSIBILIDAD TIPO I

Los elementos antigénicos bacterianos de la placa subgingival, en el surco, y penetran
especialmente en el tejido conjuntivo subepitelial y activan a los macréfagos, en el proceso
de inflamacién con dafio tisular y reabsorcion dsea, siempre en el supuesto caso de que los
mecanismos reguladores no controlen estos fendmenos. A nivel extravascular se forman
complejos antigeno-anticuerpo que fijan el complemento por la via clésica, que inducen una
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, mediante sus fracciones Csz, y Cs.
De esta forma se liberan nuevamente PGE,, radicales de oxigeno, enzimas lisosomicas,
citocinas y otros mediadores de la inflamacion, Toda esta secuencia de acontecimientos
determina, cuando tienen caracter repetitivo, inflamacion local, destruccion tisular y

reabsorcion 6sea.

REACCION CELULAR O HIPERSENSIBILIDAD TIPO IV

El papel de los macrofagos es tan importante como en la hipersensibilidad tipolll: en este
aso, los antigenos son procesados por los macrofagos y presentados junto con los
determinantes CMH de clase 11, a los linfocitos T, que, activados, producen citocinas, entre

las que destacan Interleucina 2,Interleucina 3, Interleucina 4, Interferén gamma, Factor de
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necrosis tumoral B, Factor inhibidor de la migracion de los macrofagos. La accion de estos
mediadores lleva a la acumulacion de células fagociticas, liberacion de mediadores como
PGE,, y citocinas de macrofagos y linfocitos, radicales de oxigeno y enzimas lisosomicas,
lo que determina, en definitiva, inflamacion, dafio tisular y reabsorcion dsea. Este Ultimo
fendmeno es la consecuencia de la aparicion de osteoclastos, como efecto de la activacion

de los macréfagos por linfocinas ¢°33:395%)

RESPUESTA INSUFICIENTE

Cuando la respuesta del hospedero se encuentra por debajo de los limites normales existe
una falta o deficiencia del control microbiano y de todos sus factores de virulencia; esto
determina una mayor agresividad de las bacterias y una progresion mas rapida de los
procesos. Tal situacion se produce a consecuencia de que ciertas bacterias que evaden la
respuesta inmunitaria o por causas especificas de los hospederos, tanto locales como

sistémicos.

FACTORES LOCALES SOBREANADIDOS DEL HOSPEDERO

Son todos aquellos que alteran los mecanismos locales de repuesta del hospedero en el
periodonto o tejidos circunvecinos, ademas de la etiologia bacteriana, por ejemplo, se
reconoce el traumatismo por oclusién que segin la OMS es la” Lesién del periodonto,
causada por sobrecarga de los dientes originada directa o indirectamente por los dientes del
maxilar opuesto ~*. También debe citarse la disposicion de los dientes que pueden generar
espacios adecuados para la retencién de alimentos y contaminacion. Asimismo, puede
considerarse la hipoxia tisular por disfuncionamiento de las reacciones vasculares o por
comprension, hecho que genera transtornos en el potencial redox local con las consecuentes

fallas en el funcionamiento celular. ©2142107)
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FACTORES SISTEMICOS DEL HOSPEDERO

Se trata de enfermedades generales que. De alguna forma, repercuten en la respuesta del
hospedero en el periodonto; tenemos como ejemplo: a la Diabetes, Sindrome de Down,
enfermedad de Addison, SIDA, y otros. El estrés y la medicacién no controlada, puede
predisponer a través de trastornos vasculares (espasmos sostenidos) que determinan como
se establecié antes hipoxia tisular o trastornos consecuentes a la inmunosupresion e

inmunodisregulacion que generan.

2. Enfermedad Gingival.

La gingivitis es la etapa méas temprana de la enfermedad periodontal, se caracteriza por una
inflamacién que afecta los tejidos blandos que rodean al diente, fundamentalmente la encia,
presentando procesos infecciosos e inflamatorios como respuesta al crecimiento de la placa

dental sobre la superficie dentaria. ¢4

TIPOS DE ENFERMEDAD GINGIVAL

GINGIVITIS INESPECIFICAS ASOCIADAS A PLACA

Denominada también gingivitis cronica o gingivitis simple, constituye la mayoria del total
de este tipo de enfermedades y desde el punto de vista epidemioldgico la gingivitis afecta
practicamente a toda la poblacion, siendo un cuadro clinico reversible, que evoluciona en
brotes de intensidad y duracion variables. Las gingivitis inespecificas constituyen la
mayoria del total de ellas y su causa es el control inadecuado de la placa bacteriana
mediante las medidas de higiene oral, si una persona no realiza un control de placa todos
los individuos llegan a presentar gingivitis entre 1 y 3 semanas. Es de origen
multimicrobiano y esta relacionada con la placa supragingival mas proxima a la unién
dentogingival: Son las bacterias de la misma, facilitadas por el tartaro (material compuesto

por polisacaridos, bacterias y sales calcicas precipitadas conformando una matriz organica
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mineral con que alberga un microsistema bacteriano) y sus productos las que inducen el
proceso inflamatorio. Desde el punto de vista clinico, como todas las gingivitis, se
caracterizan por una hemorragia gingival espontanea o producida por estimulos como el

cepillado.

GINGIVITIS INESPECIFICAS ASOCIADAS A PLACA

Denominada también gingivitis crénica o gingivitis simple constituye la mayoria del total
de este tipo de enfermedades y desde el punto de vista epidemioldgico la gingivitis afecta
practicamente a toda la poblacion, siendo un cuadro clinico reversible, que evoluciona en
brotes de intensidad y duracion variables. Las gingivitis inespecificas constituyen la
mayoria del total de y su causa es el control inadecuado de la placa bacteriana mediante las
medidas de higiene oral, si una persona no realiza un control de placa todos los individuos
Ilegan a presentar gingivitis entre 1 y 3 semanas. Es de origen multimicrobiano y esta
relacionada con la placa supragingival mas proxima a la union dentogingival: Son las
bacterias de la misma, facilitadas por el tartaro (material compuesto por polisacaridos,
bacterias y sales calcicas precipitadas conformando una matriz organica mineral con que
alberga un microsistema bacteriano) y sus productos las que inducen el proceso
inflamatorio.

Desde el punto de vista clinico, como todas las gingivitis, se caracterizan por una

hemorragia gingival espontanea o producida por estimulos como el cepillado ¢ 242 14%)

GINGIVITIS ESPECIFICAS
Reconocen un microorganismo como Ejemplo Herpes simple, angina, la sifilis, candidiasis,

actinomicosis, histoplasmaosis, etc.
GINGIVITIS ULCERATIVA NECROZANTE AGUDA (GUNA)
Se refiere a una enfermedad inflamatoria aguda destructiva de la encia, se conoce también

como infeccion de Viniste o gingivitis fusoespiroguetal. Se caracteriza por la destruccion

de las papilas interdentales y a menudo del borde gingival, que producen intenso dolor. En
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su genesis se han sefialado diversos factores, entre estos los orales, como falta de higiene o
el tabaquismo y sistémicos como el estrés o enfermedades debilitantes y carencias
nutricionales. Desde el punto de vista microbioldgico se implican diversas asociaciones
bactrianas, con un predominio de Espiroquetas y bacilos fusiformes, (treponemas,

Fusobacterium nucleatum spp. Leptotrichia, selemonas spp. y Prevotella melaninogenica)

GINGIVITIS DEL SIDA

Tiene una tendencia evolutiva méas agresiva que la GUNA hacia la destruccion periodontal
grave, implicandose en estos casos otros microorganismos. Su gravedad y evolucion se

asocia a la diferencia inmunoldgica para controlar la penetracion microbiana.
GINGIVITIS INDUCIDA POR HORMONAS ESTEROIDEAS

Se manifiesta como gingivitis puberal, gingivitis del embarazo y gingivitis asociada a

control de la natalidad y terapia esteroidea.

ENFERMEDAD PERIODONTAL

Cuatro estructuras en forma colectiva, el periodoncio, revisten a los dientes y los sostienen
en sus relaciones funcionales entre si: Ellas son 1) el hueso alveolar, que esta formando por
el alveolo que rodea la raiz del diente en desarrollo; 2) el cemento que es una matriz
calcificada depositada sobre la raiz del diente por células diferenciadas del ligamento ( o
membrana ) periodontal 3) el ligamento periodontal propiamente dicho, que tiene fibras
colagenas transversales que anclan el diente por inclusion respectivamente en el hueso
alveolar y en el cemento; y 4) la encia, que en estado de salud forma un apretado mango

alrededor del cuello del diente: (1293353

El periodoncio esta sujeto a una diversidad de patologias, denominadas en forma colectiva
aunque imprecisa, enfermedad periodontal. Lo que se quiere decir en general por el termino
sin modificar de enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio cronico, de avance

lento y destructor, que afecta a uno o mas de los cuatro componentes del periodoncio;
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literalmente, una periodontitis cronica. Emplearemos gingivitis para la inflamacién
facilmente reversible que comprende la encia marginal y periodontitis para la inflamacion

que se extiende mas profundamente en el periodoncio.

Los rasgos principales de este sindrome son:

1. Aparicion con mayor frecuencia en personas aparentemente saludables.

2. Acumulacion en el margen gingival de placa bacteriana, que se mineraliza par
formar tartaro subgingival progresivo.

3. Inflamacion cronica de la encia y el ligamento periodontal, con degeneracion de la
sustancia fundamental y las fibras coladgenas del tejido conectivo.

4. Migracion apical del manguito epitelial.

5. Formacion de bolsas periodontales, en las que se acumula mayor cantidad de
bacterias y restos acompafiados de un exudado purulento.

6. Reabsorcion del hueso alveolar y en menor medida del cemento, con perdida de
anclaje de las fibras colagenas periodontales y consiguiente movilidad y eventual
salida del diente.

3. Enfermedad periodontal

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que presenta lesion celular y tisular
avanzada, con dafio en la estructura del periodonto practicamente irreversible; en su avance
se manifiesta por la inflamacién de los tejidos del periodonto, determinando la destruccion
de la insercion y el soporte de las piezas dentarias. Involucra diversas regiones anatdmicas
y crea deformaciones estructurales severas en la unidad dentogingival y en la unidad dentd

alveolar, (140:142)

Procesos peridontales primarios asociados a la placa: patégena

Como se ha sefialado, las gingivitis inespecificas estan inducidas por microorganismos de la

placa supragingival mas proxima a la unién dentogingival. Sin embargo, no todos los
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individuos con gingivitis progresan a una periodontitis. Para que esto ocurra es preciso que
intervengan una serie de factores: los externos como la placa, el calculo y los factores

locales o internos, propios del hospedero a nivel del periodonto, en forma de hiperespuesta.

Formas clinicas de periodontitis primarias asociadas a la placa

Las distintas formas de periodontitis son:

Periodontitis del adulto

Puede tener un comienzo en la adolescencia 0 mas adelante, la prevalencia y gravedad
aumentan con la edad y esta directamente relacionada con la presencia de placa y calculo.
Su evolucidn suele ser lenta y no parece tener predileccidn por ningun sexo. La destruccion
6sea y de periodonto es vertical mas que horizontal, la movilidad dentaria tiende a ser mas

intensa.

Periodontitis rapidamente progresiva

Aparece en poblaciones adultas jovenes y tipicamente desde los 20 a los 30 afios. Se
caracterizan por presentar una evolucion rapida, con dolor, hemorragias y proliferacion de
la encia marginal. Las lesiones son generalizadas y afectan a casi todos los dientes en etapas
avanzadas con rapida perdidas de tejido conectivo y hueso alveolar. Hay una mayor
incidencia en las mujeres que en los varones. Los pacientes suelen tener otra patologia

asociada, como otitis media, infecciones de las vias respiratorias y de la piel.

Periodontitis juvenil

Tiene su comienzo alrededor de la pubertad. Se observa una discrepancia entre la gravedad
de la destruccion periodontal y la escasez en la cantidad de placa y signos de inflamacion.
En las mujeres, que son las principales afectadas suele haber otras patologias asociadas. En

la forma localizada se muestra como microorganismo predominante a A.
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actinomycetocomitans con gran diferencia sobre los demas, frente al que hay tasas elevadas
de anticuerpos. Cuando el proceso se generaliza, se detectan niveles mas bajos de
anticuerpos, excepto frente a P gingivalis y una microbiota periodontal abundante muy

similar a la periodontis rapidamente progresiva{123 142143)
Periodontitis postjuvenil

Se trata de una entidad clinica todavia no perfectamente definida. Afecta a individuos entre
los 20 y 35 afios, preferentemente mujeres y puede ser el resultado de una disminucion en
la tasa de destruccién periodontal caracteristica de las periodontitis rapidamente progresivas
y juveniles, mostrando entonces una afectacion mas compatible con las periodontitis del
adulto. Se trataria de una forma transicional, tanto desde el punto de vista microbioldgico

como inmunologico.
Periodontitis prepuberal
Es una situacion rara, que se caracteriza por presentarse en nifios de menos de 12 afios.

Cursa con una inflamacién gingival grave, rapida perdida de hueso, movilidad y pérdida

dentaria.

PERIODONTITIS ASOCIADAS A ENFERMEDADES SISTEMICAS
Tratamiento mielo supresor
Los pacientes afectados de leucemias y con tratamiento inmunosupresor muestran un alto

riesgo de presentar periodontitis, con formacion de abscesos, especialmente en los periodos

en que existe granulocitopenia.
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Esta asociado a la disminucion de la capacidad del hospedero para controlar procesos
infecciosos locales, particularmente en zonas como esta, altamente expuesta a una

sobrecarga bacteriana.
Neutropenia

Los pacientes con neutropenia cronica o ciclica de origen genético muestran frecuentemente

periodontitis generalizadas progresivas.

Diabetes

Los pacientes con diabetes tipo | muestran un alto riesgo de padecer peridontitis, como
consecuencia de la alteracion secundaria de los neutrofilos. Los pacientes con diabetes tipo
[ también tienen, aunque en menor grado, riesgo de padecer periodontitis®>1%%)

Sindrome de papillon-lefevre

Raro proceso hereditario con caracter autosomico recesivo, caracterizado por

hiperqueratosis difusa palmo plantar y periodontitis rapidamente progresiva.

Sida

Los pacientes con esta enfermedad muestran una elevada tendencia a padecer periodontitis
rapidamente progresivas con perdidas completas de insercién 6sea de 3 a 6 meses.
También se manifiestan frecuentemente como periodontitis ulceronecrozantes.
Periodontitis refractaria

Se refiere a ciertas localizaciones que presentan algunos pacientes, que contindan

mostrando perdida de insercién, depuse de un tratamiento aparentemente apropiado. Estas

localizaciones presumiblemente contintan infectadas por bacterias periodontopatogenas.
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B. Diagnostico. Los rasgos principales de la enfermedad gingivoperiodontal son:

Examen clinico gingival

e Enrojecimiento gingival

e Sangramiento y edema

e Cambios en el contorno gingival
e Cambios de tamafio y posicién

e Flujo aumentado de fluido gingival crevicular

e Respuesta inflamatoria a la acumulacion de bacterias sobre la superficie dentaria.

Examen Clinico Periodontal: Signos de la inflamacion

e Cambio de color

e Aumento de volumen

e Perdida de la textura

e Agrandamiento Gingival
e Perdida del bisel

e Dolor, ulceracion y perdida de la funcién

Caracteristicas Clinicas

e Formacion de la bolsa o saco periodontal.

e Sangramiento, edema y supuracion.

e Perdida de insercidon en relacion a la union cemento-esmalte.
e Recesion del margen gingival.

e Movilidad dentaria.

Formacion de la bolsa o saco periodontal
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e Acumulacion de la placa bacteriana supragingival
e Inflamacién y respuesta inmune del huésped

e Destruccion de la insercion de tejido conectivo

e Migracion apical del epitelio de union

e Aumento de la placa bacteriana subgingival

e Destruccioén de hueso alveolar.

Los niveles de hueso alveolar se evalllan mediante:

e Examen clinico
e Examen radiogréafico
e Por sondeo :
- Alturay contorno de los huesos vestibulares

- Arquitectura de hueso interdental.

Caracteristicas radiograficas

e Perdida de hueso alveolar

e Defectos Gseos verticales y horizontales

e Lesiones de furcacion

e Ensanchamiento del espacio del ligamento

e Presencia de calculo

Existen muchos otros signos de enfermedad periodontal, los que destacan son:

e Las encias sangran al cepillarse los dientes
e Encias rojas, inflamadas o dolorosas.

e Encias flojas y sueltas

e Halitosis persistente

e Pus entre los dientes y las encias
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e Dientes sueltos o que estén separados
e Cambios en la mordida

e Cambios en la adaptacion de las dentaduras parciales.

C. Tratamiento

1. BASES MICROBIOLOGICAS PARA EL CONTROL DE LAS PLACAS DENTALES

Debido a que las enfermedades de la cavidad oral, con mayor prevalencia caries, gingivitis
y periodontitis, tienen su origen en la existencia de una placa previa, se han realizado
grandes esfuerzos para encontrar la forma de prevenirla y eliminarla. Los distintos métodos
utilizados para encontrar la forma de prevenirla y eliminarla. Pueden clasificarse en tres
grupos de procedimientos: antibacterianos, bloqueadores de la adhesion 'y

mecanicos ("11229:33.61)

2. Tratamiento Farmacologico

a.AGENTES ANTIBACTERIANOS
1. CONDICIONES DEL AGENTE

Aunque es dificil que exista alguno que rena todas las caracteristicas que a continuacioén se

citan, se intentara que cumplan la mayor parte de los siguientes requisitos:

- Deben tener un cierto requisito de especificidad sobre los microorganismos de las
placas.

- Deberan penetrar en la placa y quedar retenidos en el ambiente oral durante largo
tiempo.

- Debe ser bactericida para evitar fenOmenos de resistencia.

- No tendran en efecto toxico ni alérgico para el hospedero.

- Deben ser estables para que ejerzan una accion prolongada.
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Deben tener un sabor aceptable, bien por si mismos, o por una combinacién con
otros agentes.
Su costo sera bajo y facil su produccién

Por ultimo, no deben interferir a los procesos de reparacion tisular.

2. PRINCIPALES AGENTES UTILIZABLES

>

Antibioticos: entre los mas empleados se encuentran la penicilina, la vancomicina,
la kanamicina, las tetraciclinas, ciprofloxacina, metronidazol, quinolonas de cuarta
genracion. Si estos agentes suponen un tratamiento continuo, su costo serd muy
elevado y podrian sensibilizar al hospedador. Sin embargo, lo mas grave es que
contribuird a crear una progresiva resistencia bacteriana, sin aportar ningun

beneficio evidente con respecto a otros compuestos. ¢ "414®

Antisépticos: Como las Biguanidinas. De ellas la mas utilizada es la clorhexidina, a
dosis elevadas se comporta como bactericida, alterando la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica bacteriana. A bajas concentraciones es bacteriostatica,
interfiriendo el mecanismo de accién de la fosfoenolpiruvato fosfotranferasa. Sin
embargo, su accion en la cavidad oral se ejerce, mas que por su actividad
antibacteriana secundaria, por su efecto inhibidor primario de algunos mecanismos
de adhesion a superficies epiteliales y dentales. Se han reportado efectos irritantes
sobre células lo que podrian interferir en la reparacion tisular.

Floruros. Su uso esta ligado a su capacidad para disminuir la solubilidad del
esmalte, mas que a su efecto antiplaca y antibacteriano. Aunque, considerado como
un agente de segundo orden, el fluor topico tiene una accion antiomicrobiana
significativa.

Fosfatos: Diversas formas de fosfatos pueden ser utiles. Ademas de su accion
beneficiosa sobre el esmalte, impiden la caida del pH de la placa y proporcionan
compuestos a las bacterias que economizan los que podrian sustraer del esmalte, o
porque al reaccionar con lipidos o proteinas superficiales bacterianas bloquean

mecanismos de agregacion y co-agregacion.
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3. BLOQUEANTES DE LA ADHESION

Ademas del flour y la clorhexina que se ha visto, interfieren en le proceso de adhesion para

tal fin pueden también utilizarse:

- Vacunas: Se han desarrollado especialmente frente a proteinas superficiales y
glucosiltransferasaa que intervienen en procesos adhesivos de  Streptococcus
mutans.

- Preparaciones enzimaticas. Tales como destranasas, que hidrolizan glucanos (que
son la matriz organica de la placa), o invertasas, que escinden en la sacarosa antes
de ser asimilada por las bacterias.

- Selladores de fisuras: previenen la placa en las principales areas de estancamiento.
Son precisamente estas zonas las que menos se benefician del auto limpieza, de las
técnicas de higiene oral y del efecto del flour.

- Sustitutos de la sacarosa. Los poli alcoholes como manitol y sorbitol, que son
fermentados por Estreptococos del grupo mutans y lactobacilos tienen una
metabolizacion lenta. El xilol 5-fosfato ya que no puede metabolizarse, inhibe la
glucdlisis normal, y representa un desperdicio de energia para la célula que afecta

indirectamente a su crecimiento.

4. ELIMINACION MECANICA DE LA PLACA

Actualmente, este constituye el método idoneo para su control. EI mas importante y
conocido es el cepillado de los dientes que, junto con el dentifrico y con la ayuda de la seda
dental permite remover y eliminar gran parte de la placa bacteriana de las superficies

accesibles de la corona del diente.
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D. ESTUDIO PRECLINICOS

El desarrollo de un medicamento incluye, todos aquellos estudios que se realizan “ in —
vitro” y/o en animales de experimentacion, disefiados con la finalidad de obtener la
informacidn necesaria para decidir si se justifican estudios mas amplios en seres humanos
sin exponerlos a riesgos injustificados. Si bien muchos de los estudios preclinicos deben
anteceder a los estudios clinicos, aquellos que requieren periodos prolongados para su

ejecucion o son estudios especiales, se continGan durante las primeras fases de los estudios
clinicos 475063.121)

En los estudios de toxicidad mediante el uso de animales y/o métodos alternativos se
realizan las siguientes pruebas:

- Toxicidad aguda

- Toxicidad subaguda

- Toxicidad subcronica y cronica

- Estudios de carcinogénesis

- Estudios de toxico cinética

- Muta genesis

- Teratogénesis

- Toxicidad peri y post-natal

1. ESTUDIOS DE TOXICIDAD

El objetivo de los estudios de toxicidad es evaluar el riesgo o peligro potencial que un
agente quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud humana cuando es objeto de
exposiciones agudas o cronicas. No se limitan sélo a los farmacos sino que la mayor parte
de las sustancias quimicas industriales (pesticidas, agroquimicos, cosmeéticos, plasticos,
etc.) son objeto de estudios de toxicidad iguales o0 mas complejos que los realizados con los

nuevos farmacos

37



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

a.TOXICIDAD

Es el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos ocasionados por agentes
quimicos o fisicos sobre la estructura y funcion de los sistemas vivos y la aplicacion de
estos estudios para la evaluacion de la seguridad y prevencién de dafios al hombre y a las

formas de vida tiles “>°%%"

Los nuevos medicamentos en desarrollo son objeto de estudio de la farmacologia como de
la toxicologia. La toxicidad constituye hoy en dia una parte muy importante dentro del

desarrollo de un nuevo farmaco.

b.LOS METODOS ALTERNATIVOS.

Los métodos alternativos, ademas de utilizarse en la valoracion de la toxicidad durante la
fase preclinica de los posibles nuevos farmacos, también se utilizan en la investigacion

biomédica, en la educacion y en la valoracion de la toxicidad de compuestos quimicos.()

Clasificacion de los métodos alternativos:

e Intercambio de la informacion toxicoldgica.
e Mejora de disefio en la experimentacion animal
e Modelos matematicos (QSAR).

e Estudios humanos :
Epidemiologicos
Toxico vigilancia
Voluntarios

Técnicas in vitro :

> Cultivos de embriones
» Cultivo de 6rganos
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>

YV V. V V V V V

Organos prefundidos

Explantes. Cultivos érgano tipicos
Cultivo de reagregados celulares
Cultivo de células dispersas
Cultivo de lineas celulares
Modelos libres de células
Microorganismos, algas.

Otros: modelos en educacién

c.VALIDACION DE LOS METODOS ALTERNATIVOS.

La cantidad de métodos alternativos que se pueden desarrollar para el estudio de la

toxicidad de un nuevo farmaco en desarrollo o de cualquier sustancia tdxica es

practicamente ilimitada.

Para que los datos toxicoldgicos suministrados por un método alternativo puedan ser
utilizados para el registro de un nuevo farmaco se requiere que su protocolo haya sido

previamente validado cientificamente y en su caso, aprobado por las autoridades

reguladoras.

Los criterios de validacion son:

e Relacion bioldgica del método con el proceso toxicoldgico.

e EIl desarrollo de una base de datos del procedimiento, con los resultados

obtenidos por todos los laboratorios que lo han empleado.

e Variabilidad y reproducibilidad.

e Correlacion buena con los datos obtenidos con los métodos in vivo, sensibilidad

aceptable y selectividad.

e La evaluacién de la metodologia y de los resultados por un grupo de expertos
internacionales desinteresados. Una vez realizada la evaluacion definen la
utilidad del

especificando bien sus capacidades y limitaciones.

método para predecir un determinado tipo de toxicidad,
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2. Técnicas in Vitro

Inicialmente los sistemas in vitro fueron utilizados para estudios de biotransformacion, y
estudios mecanisticos basicos, pero en la actualidad, su ambito de aplicacion se ha
extendido al desarrollo de modelos que permitan evaluar la potencial toxicidad organico

especifica, la irritacion local y la terotogenicidad.

Segun su finalidad, los ensayos in Vitro: pueden ser pruebas sustitutivas de los ensayos con
animales, o bien a pruebas de criba previas a las de aquellos, o con caracter de

complementarias para mejorar la sensibilidad y especificidad de los estudios con animales.

La configuracion de los modelos experimentales empleados in vitro para valorar la
toxicidad de los farmacos se fundamenta en dos pilares basicos, que son el sustrato

bioldgico y los indicadores de toxicidad. /#%%)

El sustrato bioldgico es el material generalmente organico, vivo o no, sobre el que se aplica
in vitro el farmaco en estudio, y cuyas reacciones ante tal estimulo queremos extrapolar al

hombre.

Estas alteraciones se valoran mediante los denominados indicadores de toxicidad, que son
los parametros que determinamos para cuantificar las modificaciones producidas en la

estructura o fisiologia de los componentes del sustrato del ensayo.()

Los principales sustratos biol6gicos empleados en los modelos experimentales de toxicidad

in vitro son:

= Cultivos de embriones
= Cultivo y bafio de 6rganos
= Organos prefundidos

= Explantes. Cultivos érgano tipicos
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= Cultivo de reagregados celulares
= Cultivo de células dispersas

= Cultivo de lineas celulares. Clones celulares

a).MODELOS LIBRES DE CELULAS

Los principales indicadores utilizados en los modelos experimentales de toxicidad in vitro

son:

= Morfologia celular y tisular

e Viabilidad celular

e Proliferacion celular

e Actividad metabdlica celular

e Contenido de sustancias reguladoras

e Ultilizacion de la energia y alteraciones enzimaticos

Sintesis de macromoléculas:

¢ Induccion selectiva de proteinas

e Membranas celulares

e Composicion y estabilidad

e Permeabilidad i6nica

e Sistemas de transporte

e Estudio de la comunicacion intercelular

¢ Indicadores especificos.

b).VENTAJAS DE LOS MODELOS IN VITRO:

En los casos en que se precisan, requieren un ndmero considerablemente menor de
animales, pues con fracciones de los 6rganos de un solo animal, pueden realizarse cientos

de ensayos.
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Utilizan material biolégico muy homogéneo, obtenido con técnicas estandarizadas.
Posibilitan ademés el uso de material de origen humano, de cadaveres o por biopsia en
sujetos vivos, lo que puede simplificar en gran medida el proceso de extrapolacion de los
datos obtenidos. Permiten estudiar las acciones del compuesto sobre una determinada
poblacion celular o fraccidn subcelular aislada en la que se presuponga la diana principal o
secundaria.

Con ello se evitan las interferencias producidas por otros 6rganos, células u organulos sobre

la diana que estemos estudiando.

Los resultados presentan mayor reproducibilidad que los métodos con animales, al consistir
cada ensayo en reacciones de unos pocos componentes, en condiciones controladas, sin

interferencias de otros factores como el estrés del animal, los cambios estacionales, etc.

Facilitan determinados estudios especializados, como los toxicocinétios de captacion,
transformacion y eliminacion de sustancias.
Suponen un importante ahorro de tiempo al facilitar los resultados con mayor rapidez,

tienen un coste econdmico bastante menor.

Requieren menores cantidades de los productos ensayados que los métodos in vivo.

c).CULTIVOS CELULARES.

El desarrollo de los cultivos celulares in vitro se origind en los trabajos de Harrison y Carrel
en relacion con las perspectivas del transplante de drganos. Su aplicacion en la
investigacion medica adquirio enorme importancia en los trabajos de Enders, Séller y
Robbins, quienes descubrieron que el virus de la poliomielitis se podia replicar en cultivos
de células in vitro provenientes de tejido embrional de rifion humano y otros 6rganos. Este
hecho condujo al descubrimiento de muchos virus y al desarrollo de vacunas contra la

poliomielitis y el sarampidn entre otras.
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Los cultivos celulares son el producto de la coleccion de células animales que pueden
provenir de diferentes 6rganos, colocados en condiciones especiales para su sobrevivencia y
proliferacion, manteniendo para esto sus funciones metabdlicas de manera semejante a las

que tenia ene huésped: pH, presion osmotica, nutrientes, sales, etc.

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original tomado
de un 6rgano de un animal recién sacrificado, recibe el nombre de cultivo primario. Cuando
este cultivo primario es sometido a procesos de transformacion que le confiere capacidad

ilimitada de la multiplicacion, recibe el nombre de Linea Celular.

Los cultivos de células animales se han clasificado de acuerdo a su capacidad de anclaje
(adherencia), y asi han sido aisladas recientemente de unos 6rganos determinados o Si
provienen de células que han sufrido modificacion. De acuerdo a su capacidad de
adherencia o no a una superficie determinadas las células pueden crecer formando
monocapa o en suspensién respectivamente. Esto esta asociado con el tipo de tejido del cual

derivan.

d).CULTIVOS PRIMARIOS

El cultivo primario de células tienen un tiempo finito de vida de 5 — 10 divisiones in vitro.

Los cultivos primarios pueden ser obtenidos de embriones y de drganos de animales

adultos. Las células obtenidas de embriones, in vitro tienen un rapido desarrollo.

Las células obtenidas de animales adultos es mas dificultoso disgregarlas y usualmente su

crecimiento en cultivos es mas lento.

Existen diferentes técnicas para obtener suspensiones celulares de varios 6rganos, para esta
disgregacion los métodos mas utilizados pueden ser clasificados en tres categorias:
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- Métodos mecanicos, para el inicio de la disgregacion, el 6rgano escogido se lo corta,
hasta obtener las células.

e Meétodos quimicos, se utiliza agente quelantes como el EDTA que mantiene la
integridad de tejidos, pero al retirar cationes divalentes como calcio y magnesio,
guarda la integridad celular., que actGan en la matriz extracelular.

e Mediante digestion enzimatica, el tejido es sometido a enzimas como: tripsina,

colagenasa.

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las lineas
celulares: conservan la morfologia de las células del 6rgano del que fueron aisladas, sus
cromosomas tienen un numero diploide (2n), su crecimiento in vitro es limitado y hay

inhibicion por contacto®”
e.LINEAS CONTINUAS

Los cultivos celulares continuos se caracterizan por carecer del control de proliferacion; se
dividen ilimitadamente; aunque para su mantenimiento in vitro precisan de requerimientos
minimos: pH, temperatura y ademas constituyentes determinados. Aunque su sensibilidad a

elementos toxicos es menor que las células de cultivos primario, su proliferacion ilimitada

in vitro facilita su manejo. Asimismo, se puede contar con una gama innumerable de células
provenientes de diferentes especies animales, como también humanas. Esto permite evaluar
el efecto del producto bajo estudio en varias estirpes celulares. Hecho que in vivo se ve

limitado.
f). Akhana

La Akhana proviene de la familia Compuestas (Compositae 0 Asteracea) perteneciente a
la Especie Aphyllocladus spartioides weddell, originario de los valles interandinos, del
Norte de Potosi, presenta ramas alargadas, tallo liso, hojas compuestas, flores con una fila

de linea de filarios crece generalmente en las épocas primavera y verano.
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En pruebas fitoquimicas realizadas, se determino que en su composicion , ademas de otros
compuestos comunes a otras plantas estan presentes flavonoides, taninos
sesquiterpenlactonas , las que tienen gran importancia por la variada accion bioldgica que
han demostrado , tener propiedades dilatadoras coronarias, antihepatotoxicas, coleretica y
diurética, accion citotoxica, antihumoral, analgésica y lo mas importante inhibicion de las

bacterias anaerobias.

V1.Objetivos

A.Objetivo general

Evaluar los parametros de seguridad pre-clinica y la actividad biolégica de Aphyllocladus

spartioides weddell en procesos gingivoperiodontales

B.Objetivos especificos

- Evaluar del efecto toxico in Vitro del extracto acuoso de Aphyllocladus spartioides
weddell en cultivos primarios (linfocitos humanos y esplenocitos murinos) y en una linea
celular continua (BHK-21), empleando ensayos de exclusién de colorante vital y reduccion
de sales de Tetrazolio MTT.

- Evaluar la inocuidad de la preparacion del enjuague con Aphyllocladus spartioides
weddell sobre la mucosa oral de animales de experimentacion, mediante pardmetros

histoldgicos.

- Determinar la modificacion en la flora microbiana oral en paciente tratados con el

enjuague de Aphyllocladus spartioides weddell.
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- Evaluar la evolucion de la expresion de los procesos de infeccion e inflamacion en la
gingivitis y la periodontitis mediante valoracién clinica odontoldgica en pacientes tratados

con enjuague de Aphyllocladus spartioides weddell.

C. HIPOTESIS.

El extracto acuoso de Aphylloclaclus spartioides weddell tiene utilidad en el manejo de
enfermedades periodontales e inflamatorias, tanto por su efecto terapéutico como por

su inocuidad en sistemas bioldgicos.

VII. DISENO METODOLOGICO

El presente estudio corresponde a un disefio experimental, fue realizado en tres etapas: en
una etapa se realizo el estudio in vitro en la lineas continuas, sobe células BHK-21, y
cultivos primarios realizando la extraccion de esplenocitos murinos, linfocitos himanos,
evaluando la cito toxicidad de A. weddell en diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion, para encontrar la concentracion citotoxica media (CC50). Una vez obtenido
estos resultados se procedio a realizar el estudio de toxicidad local in vivo en mucosa oral
de conejos a los cuales se les dividid en tres grupos: al primer grupo se le aplico gel
extracto utilizando el CC50, al segundo grupo gel Placebo y el tercer grupo fue control
negativo. Los geles se aplicaron tres veces por dia por espacio de seis semanas, para luego
realizar el estudio de inocuidad mediante cortes histopatolégicos, en diferentes niveles de
la mucosa para determinar posible efecto toxico de la planta sobre este tejido. Una vez

obtenidos los resultados, se procedié al estudio clinico.

El estudio clinico se realizo con pacientes que acudieron a la Catedra de Periodoncia de

la Facultad de Odontologia de la UMSA; se los agrupo segun patologia: gingivitis y/o
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periodontitis.Posteriormente se realizaron enjuagues bucales durantes seis dias, a los cuales

se les

realizo un control de los signos clinicos gingivoperiodontales y microbioldgicos

antes y después del tratamiento.

A. MATERIAL Y METODOS

1.

Area de recoleccion de la planta.

La planta denominada Akhana fue recolectada de la zona sur oeste de Bolivia de la zona

altiplanica del Norte de Potosi, su identificacion fue realizada en el Herbario Nacional,

Instituto de Ecologia UMSA.

2. Extracto vegetal

2.2 Para la extraccion del principio activo, en base en lo reportado en la medicina

tradicional local, se seco los tallos en sombra a temperatura ambiente. Después
fueron lavados y desinfectados con alcohol al 70% y evaporacion en ambiente
estéril, hasta su completo secado.Luego fue pulverizados con moledora manual, para

tener mayor superficie de contacto con la solucién de extraccion.

La extraccién acuosa al 10% de la planta pulverizada se realizo resuspendiendo el
material en agua bidestilada y desionizada estéril hirviente (14) se dejoreposar por
espacio de 15 minutos a temperatura ambiente, se filtro con gasas estériles y se
alicuoto en viales estériles en volumenes de 30 mL. Estos fueron congelados por
espacio de dos dfas y posteriormente se liofiliaron a -40 °C con un vaci6 de d 10
MBar de presion (Freeze Dry Sistem LIPH LOCK6 de LABCOBCONCO), por
espacio de siete dias. El rendimiento en peso seco por 30 mL extracto fue de
0.6052g.

Todos los ensayos se realizaron con el mismo lote del extracto para evitar posibles
variaciones en los resultados debido a diferencias en los preparados (i.e., época de

recoleccion, edad de la planta, condiciones ambientales, etc.)
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Figura . A. weddell. a) Tallos de A.weddell triturados en ambiente estéril
b) Extraccion acuosa de A. weddell para su posterior liofilizacion.

2.2 Estabilidad

Para establecer la estabilidad fisica del extracto, se peso 0.04 g del liofilizado en viales
estériles se resuspendio en 2 mL de RPMI y 2 mL de Hanks , se esterilizo por filtracion a
presion positiva a través de una membrana de nitrocelulosa (Millipore) de 0,22 um de
diametro de poro, se incubo a 37°C con saturacion de humedad por espacio de 24, 48 'y 72

horas y se evaluaron tres parametros: sedimentacion, turbiedad, solubilidad .

3.CULTIVO DE CELULAS: LINEA CELULAR CONTINUA BHK - 21.

El cultivo de células es considerado como una tecnologia valiosa y fuente de material
bioldgico para el diagndstico, produccion de material bioldgico, sistemas de monitoreo in
vitro de actividad bioldgica, etc. Permite detectar variaciones de la funcion celular en un
entorno libre de las variaciones sistémicas, propias de modelos in vivo. Sin embargo, estos

son Utiles cuando los mismos estan bien organizados, caracterizados y manipulados.

48



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

B ‘\ } ,1_,

{\ A

'l- 'j -

i (Y 'n._l-.“
:'.'.5’ N O

Fotografia 1. - Células BHK-21 en cultivo. Células con 80% de confluencia

obtenidas luego de 24 horas de incubacion con indculo inicial de100 pL de

suspension celular a una concentracion de 3,1x10°el/mL. Aumento 100X,

La linea celular BHK-21 se derivo en 1961 del rifion de hamsters sirios recién nacidos,
Como caracteristicas fundamentales esta linea posee rapido crecimiento, tiempo de
duplicacion menor en comparacion con otras lineas celulares, pases ilimitados y alta
eficiencia de plaqueo. Esta constituida por células pseudofibroblasticas y es una linea
pseudodiploide con tetraploidia . Son células que crecen en monocapa. Las Células
BHK-21 provenientes del banco de células del Instituto SELADIS, Laboratorio de
Virologia fueron conservadas en RPMI-DMSO a -195°C en Nitrogeno liquido y fueron
cultivadas en frascos de Roux, (25 cm?) de superficie, adicionando medios de cultivo de
mantenimiento (RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 3%) de acuerdo a
requerimiento. Los cultivos fueron incubados en estufa (incubador Tutthaue KNOTT),

bajo “condiciones de cultivo celular ("9#6%

El desarrollo del cultivo celular fue evaluado diariamente a través de un microscopio

invertido (Olympus CK 2). Se realizaron los subcultivos de las células, para llevar a cabo

los diferentes ensayos.
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3.1 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD Y AJUSTE DE LA DENSIDAD
CELULAR.

La manipulacion de cultivos celulares requiere la cuantificacion del nimero de células
presentes en una muestra asi como determinar la proporcion de células viables de manera
previa a su uso en cualquier ensayo. Con un nimero adecuado de células se puede trabajar
con crecimiento 6ptimo celular. Para determinar la densidad celular se emplean diferentes
técnicas, desde la relativamente simple camara de contaje celular, de la que existen

numerosas variantes, hasta equipos automaticos de contaje celular como el “Cell counter %

Para la determinacion de la viabilidad celular se emplea diferentes métodos, entre ellos el
de incorporacion y retencion de colorante vital por células viables como la diacetil
fluoresceina, la eosina; la incorporacion de isétopos radioactivos como el **Cr; la exclusion
por células vivas de colorantes vitales como el azul Tripan, eritrosina o nigrosina. Este de
colorante utilizado en el presente trabajo, se basa en la propiedad de permeabilidad selectiva
de la membrana plasmatica; la pérdida de esta propiedad por las células muertas permite la
difusion del colorante, en este caso Azul Tripan, al citoplasma observandose claramente de
color azul, esto facilita la diferenciacion de las células vivas que por mantener la integridad
de la membrana se observan incoloras, translucidas y refringentes ***, Para realizar esto,
luego de obtener una suspension celular homogénea en condiciones de esterilidad, se
alicuot6 50 uL de la misma y se incubo con 50 uL de Azul tripan 0,4% en PBS (factor de

dilucion 1:2).
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Transcurrido los tiempos de incubacidn se procedio a realizar la viabilidad por azul Tripan.
En el cual primeramente se desecho todo el medio, se le coloco 50 ul de azul Tripan 0.3%
se incubo a 37°C con saturacion de humedad por espacio de cinco minutos, luego se
desecho todo el colorante, se procedio al recuento de células en cdmara de Neubauer en los
4 reticulos de células blancas, con objetivo 10X de microscopio éptico (Olympus CH-2), se
contaron celulas vivas y células muertas haciendo un contaje de las células refringentes y
azules, en cinco cuadrantes de cada pozo, luego se saco el porcentaje de viabilidad por

pozo de las diferentes diluciones realizadas.

Para determinar el porcentaje de viabilidad se aplico la siguiente formula:

No de células vivas
% Viabilidad = -- -----mmmmmemmmm - x 100
No de células totales

Asimismo, con estos datos se determiné el numero de células, segun la siguiente formula:

No de células vivas
No.Cel/mL = oo x factor de dilucién x 10*
No cuadrantes contados

3.3 Citotoxicidad in vitro de la A.weddell

Para la determinacion de la citoxicidad in vitro del extracto acuoso de A. weddell en

cultivos de células BHK-21, se ajusto el niimero de células a 3,1x10°el/mL, y se coloco

100 uL de esta suspension en policubetas de 96 pozos (ICN), por triplicado para cada
dilucion a experimentar; luego se incubo por 24 horas de cultivo para obtener una
monocapa de 80-90% de confluencia, que es requisito para realizar cualquier ensayo

bioldgico en este trabajo.
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Se resuspendié 0.12 g de extracto liofilizado en 6 ml de RPMI al 3% se esterilizo por
filtracion a presion positiva a través de una membrana de nitrocelulosa (Millipore) de 0,22
um de diametro de poro, se hicieron diluciones seriadas 10X, se desecho el sobrenadante
de las células incubadas en los pozos, se adiciono a cada pozo 200 ul de las diluciones
realizadas se incubo por 24 , 48 y 72 horas a 37° con saturacion de humedad y CO, ,
comparando con un control de células sin en extracto , cultivadas en las mismas

condiciones.

Transcurrido los tiempos de incubacion se procedié a evaluar la viabilidad por el método
del azul Tripan. Una vez analizados los resultados del primer ensayo, se a realizo un
segundo ensayo con la misma densidad celular y condiciones del primer ensayo, utilizando
diluciones seriadas 3x se incubando por 48 horas a 37° con saturacion de humedad y CO;,
este ensayo se realizo por duplicado. De dichas dosis se saco el CC50 mediante regresion
lineal

3.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR EL ENSAYO
ESPECTROFOTOMETRICO DE MTT

En 1983 Mosmann y Cols, desarrollaron un ensayo colorimetrico rapido para evaluar el
crecimiento y sobrevivencia celular. Posteriormente se reportaron varias modificaciones de
tal manera que en la actualidad muchos laboratorios de cultivo celular han adoptado este
ensayo para la aplicacion de una variedad de ensayos bioldgicos que incluyen: localizacion
intracelular de oxidoreductasas, test de la viabilidad celular, estimacion del crecimiento
celular, estudios de citotoxicidad, actividad de parésitos, bacterias y virus, etc .Asimismo, el

ensayo, por su bajo costo y el uso de policubetas de cultivo, pipetas automaticas multicanal,
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y la lectura de varios pozos en breve tiempo con el espectrofotometro lector de ELISA,

permite trabajar con numerosas variables a la vez.

Este método esta basado en la reduccion de la sal de tetrazolio [3-(4,5 dimetil tiazol-2-il)-
2,5-difenil bromuro de tetrazolio] (MTT), por células activas metabolitamente. La
reduccion produce la ruptura del anillo de tetrazolio; la reaccion es principalmente atribuida
a la catélisis producida por deshidrogenasas mitocondriales, como la succinato
deshidrogenasa y a transportadores electronicos, razones por lo cual es considerado como
un indicador de “actividad redox celular”. Existen evidencias de que la biorreduccion del
MTT en células mamiferas también puede ser catalizada por enzimas no mitocondriales

ubicadas en el reticulo endoplasmico, citoplasma y membrana plasmatica ©°4%%)

go,
independientemente de la fuente de oxidorreduccion, en todo caso esta es un bioindicador
de actividad celular. El producto, es la formacién de cristales de formazan azul intracelular
la magnitud del conjunto de cristales estd en directa proporcion a la cantidad de células

metabolitamente activas, insoluble en medio acuoso.

Para el ensayo, 100 pL de solucién de MTT (1 mg/mL en RPMI sin rojo fenol) fue
adicionado a los cultivos en estudio, las placas fueron incubadas a 37°C por 4 horas para
permitir la actividad enzimética y la formacion de los cristales de formazan. Estos fueron
disueltos con 150 pL de &cido clorhidrico-acido isopropilico. La intensidad del color de
cada pozo fue medida en el lector de ELISA (AWARENESS. Technology inc) a una

longitud de onda de 545 nmy a 630 nm de referencia.
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Una vez medida la Densidad Optica, los datos fueron empleados para: determinar el
porcentaje de viabilidad celular.

4. Citotoxicidad en cultivos primarios

4.1 Aspectos conceptuales

Los cultivos celulares primarios son aquellos en los que las células son obtenidas a partir de
tejidos u 6rganos procedentes de animales o del hombre. Esta constituido de células que han
migrado del explante de tejido al medio en el que se encuentran 6 que por disgregacién
mecénica, quimica o enzimética del tejido se instalan en el medio. Estos, tienen tiempo
limitado de sobrevivencia in Vitro a diferencia de las lineas celulares que se dividen

ilimitadamente en similares condiciones.

Las células deben ser obtenidas a temperaturas bajas de 4°C a 6°C usualmente sobre bafio
de hielo picado, esto permite mantener la viabilidad celular de manera optima durante el
proceso de manipulacion y obtencién celular. La recoleccién debe ser hecha de preferencia
en medios enriquecidos como Ham’s F10, Hank’s F12 6 RPMI-1640 y si es requerido con
adicion de suero, el fetal bovino penicilina y estreptomicina.

Las técnicas de disgregacion celular son escogidas en funcion del tamafio y naturaleza del
6rgano o tejido y del proposito del uso de los cultivos aunque, en todas las instancias el 6
los métodos seleccionados deben ser aquellos que causen el minimo dafio y trauma posible

en las células aisladas.

El procedimiento mecéanico consiste en la extraccion del 6rgano 6 tejido mediante cortes y
trituraciones sucesivas. EI método enzimatico utiliza la digestion con preparaciones crudas
de tripsina, colagenasa, elastasa, hialuronidasa, etc. 6 varias combinaciones enzimaticas que

dirigen la matriz extracelular .EI método quimico esta basado en la eliminacion de cationes
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divalentes en el medio con 6 sin la adicion de agentes quelantes (EDTA) ,estos ultimos
procedimientos producen dafio celular ulterior lo que va en decrimento de la viabilidad
celular final; sin embargo, su eleccion como se menciono anteriormente, esta en funcién de

los requerimientos .

4.2 Obtencidn de células esplénicas

4.3 Animales de experimentacion

Ratones albinos albinos de 8 a 10 semanas de edad, sexo femenino, de peso entre 25a 30
g., fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas. Los animales fueron alimentados con pellets de purina, harina de trigo de
maiz y de vitaminas y agua a requerimiento.Los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical, luego de realizar la sepsis del animal con etanol al 70%.Una vez realizada esta
operacion, se procedio a trabajar todo el procedimiento en condiciones estériles (campana
de flujo laminar vertical Gelaire Flor Laboratorios); se extrajo el bazo, cuidadosamente,
desprendiéndolo del mesenterio; el organo fue colocado sobre una caja de Petri que
contenfa medio de cultivo RPMI al 5%, Mercaptoetanol 5x10° M ,sobre bafio de hielo.
Cuidadosamente por procedimientos mecanicos basados en cortes y trituraciones sucesivas
del organo, se obtuvieron las células linfoides, disgregando con una pipeta Pasteur,

mediante absorcidn y eliminacion sucesiva de la suspension (4 a 5 veces).
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Fotografia 2. Extraccidn de esplenocitos murinos a) Extraccion del bazo, desprendimiento del mesenterio b)

Bazo extraido en la caja Petri, realizando las trituraciones.

La suspension celular fue transvasada a tubos de centrifuga de poliestireno (Falcon),
separando los detritos celulares de la suspensién; y las células fueron concentradas por
centrifugacion a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C.

Para eliminar los glébulos rojos del cultivo, por su interferencia en la visualizacion
morfoldgica celular del pellet, este fue resuspendido en 10 ml de solucion de Tris CINH,,
pH 7.2-7.4 y (60,214). La suspension se incubo durante 5 minutos a 4°C. Para eliminar
restos del reactivo y productos de la lisis de los glébulos rojos (detritos celulares y
fragmentos estroma y hemoglobina) las suspensiones celulares se lavaron tres veces con
solucién de Hanks () por centrifugacion a 800 rpm (200G) por 10 minutos a 4°C. Luego de
cada centrifugacion se observo en el tubo la formacion de un pequefio coagulo que se
disgrega sometiendo el tubo a la accion del Vortex , este hecho tiene mucha importancia ya

que de no realizarse esta maniobra la densidad celular final decrece drasticamente.

Luego de los lavados, las células se resuspendieron en 1 mL de RPMI AL 5% con
Mercaptoetanol, Suero Fetal Bovino (Gibco) Lab ,2- Mercaptoetanol 5x10° M. (Sigma

Che.Co) , penicilina y estreptomicina.
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4.4 Obtencion de linfocitos humanos

La separacion y aislamiento de linfocitos humanos a partir de sangre periférica se basa en
las caracteristicas fisicas de las células (tamafio-densidad) .Basado en la técnica original de
Boyum, en la que se aplica un gradiente de densidades, se utiliza una mezcla de sales de
polimeros de sucrosa el LSM (Lymphocyte separation médium) que tiene una densidad
especifica definida de (1.077 g/mL) similar a las células linfociticas, proporcionando entre

un 70 a 90% de células viables.

La obtencidn de linfocitos se realizo a través de puncidn venosa extrayendo un volumen de

10 mL con heparina 100 uL, teniendo la relacion de 50ul por cada 5 mL de sangre extraida.

La muestra en la jeringa se llevo a 37°C durante una hora en posicion vertical para permitir
la separacion por gravedad en sus componentes entre los que se identifican de arriba abajo :
plasma, células mononucleares y plaquetas, granulocitos, eritrocitos. Deacuerdo con esto
los linfocitos pueden ser recuperados, en la interfase ubicada entre el plasma y el medio
separador de linfocitos, una vez visualizado todo lo anterior se procedié a colectar en un
tubo de vidrio la interfase. La muestra fue diluida con medio Buffer salino fosfato (PBS),

todo esto en condiciones de esterilidad.

La suspension celular fue lavada con PBS por centrifugacion a 1500 rpm por espacio de
cinco minutos, el sobrenandante fue desechado y el paquete celular fue resuspendido en
una relaciéon de cinco partes de la solucién con PBS pH 7.4, por una parte de sangre

obtenida, dando una dilucién 1/5.
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Paralelamente se dispenso en un tubo de poliestireno de 15 mL, 3 mL de LSM (densidad
de 1.077) con la ayuda de una pipeta pasteur, llenamos este tubo con la suspension celular
cuidando de no mezclar las soluciones. Luego de esto la solucion fue centrifugada a 1500

rpm por 20 minutos.

Fotografia 3: Aislamiento de linfocitos por

LSM (Lymphocyte separation médium)
Con una pipeta pasteur se colecto la interfase de células mononucleares ubicada entre el
plasma y el LSM. Las células fueron trasferidas a otro tubo de 15 mL y lavadas por
centrifugacion a 100 rpm por 10 minutos con PBS. El sobrenadante fue descartado y el
pellet celular fue resuspendido en 1 mL de RPMI al 5% suplementado con suero fetal
bovino, estreptomicina, penicilina. Se colecto una alicuota de la suspension celular, para

calcular la densidad celular y el porcentaje de viabilidad de la muestra®5#®

Una vez realizado el ajuste celular tanto del cultivo de de celulas esplénicas y como de

linfocitos humanos fueron incubados por 24 horas en placas de 96 pozos (ICN) a una
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densidad celular de 2x10° cel/mL Se desecho el medio y se adiciono el extracto en
diferentes diluciones seriadas 3x. Se incubo por 48 horas a 37° con saturacion de humedad y
CO, .Estos ensayos se realizaron por duplicado, una vez concluido el tiempo de incubacion
se procedio a evaluar la viabilidad celular por azul Tripan, tanto de los esplenocitos
murinos como de los linfocitos humanos, y se realizo la operacion matematica de regresion

lineal para la obtencién de el CC50.

5. Estudio de inocuidad in vivo
5.1Material y Métodos

5.2Aspectos conceptuales de la mucosa oral.

La mucosa bucal esta constituida por un epitelio de recubrimiento y por tejido conectivo

laxo que lo sostiene y nutre, Illamado lamina propia o corium.

De acuerdo a caracteristicas funcionales se pueden observar variaciones histologicas y
podran encontrarse mucosas queratinizadas en paladar o encias y con gran variedad papilar.
Los epitelios de la cavidad bucal se dividen en queratinizados y no queratinizados,
dependiendo si superficialmente estan protegidos o no por esta capa cornea o queratina; a su
vez la capa queratinizada se llamara ortoqueratina si las células no muestran nucleos y
paraqueratina si los mostraran, lo mas comun dentro de la cavidad bucal es que los epitelios
queratinizados. Son epitelios estratificados por estar conformados por varias capas 0
estratos. Se les denomina de planos por la apariencia de sus capas mas superficiales. El
ultimo apelativo es el de descamativo, lo describe el alto indice de renovacion celular, las
células “viejas” descaman y son constantes y aceleradamente reemplazadas. De tal forma
que el epitelio de la mucosa bucal es estratificado, plano y descamativo, pudiendo ser
también queratinizado. Los epitelios bucales en general constan de 3 capas cuando no son
queratinizados y de 4 cuando la capa final de recubrimiento es queratinizada, muestra del

interior a la superficie, la capa basal (B), de aspecto poliédrico y mas obscura (basofila),
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cuando es tefiida con hematoxilina y eosina; sigue la capa o estrato granular (G) asi Ilamada
por los pigmentos basifilos (oscuros) intracitoplasmaticos. B+G constituyen el estrato (EG)
germinativo, que es la zona donde ocurre la activa multiplicacion celular. Sigue la capa
espinosa (E) llamada asi de manera descriptiva, ya que las uniones desmosomales quedan
tensas (estiradas), dando la imagen de prolongaciones “espinosas”.

Es comun observar prolongaciones epiteliales hacia el tejido conectivo, denominadas
digitaciones, en algunas condiciones patoldgicas esta imagen puede variar.El tejido
conectivo esta formado por abundantes fibras colagenas, fibroblastos, vasos sanguineos y
anexos como pudieran ser glandulas salivales menores y glandulas sebaceas (Granulos de
Fordyce). La unién entre tejido conectivo y epitelio es a través de medios fisicos y
quimicos, a través de sustancias proteicas “cementantes” con una gran capacidad de
intercambios idnicos como lamina, epiligrina y moléculas de adhesién extracelular que

ofrecen unién a integrinas de las células de la capa basal epitelial. ¢*545°%9)

5.3 Animales y dieta

Los animales que se utilizaron fueron conejos californianos de 4 meses de edad, sexo

masculino, adquiridos del Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Biogquimicas.

Previo al experimento se sometieron a los animales a un control, de peso, examen
coprorasitologico simple, para luego someterlos, después a un periodo de adaptacién de
meses en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. El area de
experimentacion con animales durante 4 semanas tenia las siguientes caracteristicas:
temperatura 20 a 24°C, humedad entre 40 y 70% foto periodo de 12 horas de

luz/oscuridad.

La dieta administrada consistio en alimento balanceado de para conejos 150 g proveniente
de la empresa Ferrari Chezzi Ltda. el cual estaba preparado en base a alfalfa, avena,
cebada, harina de soya afrechillo, minerales y vitaminas , siendo la alimentacion

recomendad para esta especie, se les dio a beber agua en un volumen aproximado de
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consumo de 250 mL por dia; sin embargo durante el periodo de adaptacion se realizaron
mediciones diarias del alimento y agua , para que basados en este rango, se pueda evaluar

con posterioridad y durante el experimentd la variacion en el consumo normal .

5.4 Preparacion del gel : El gel se preparo a base de carbopol W- 10 al 1% que es un
gelificante tensoactivo, que aumenta la viscosidad de la sustancias ,el cual fue disuelto en
100 mL de agua estéril desionizada, posteriormente se calentd hasta la disolucién
completa, se afiadio a la mezcla Polivinilpirrovidona al 1% que cumple la funcion de
filmogeno, dando paso al principio activo,por ultimo se agrego Trietanolamina 0.7% que
viene a neutralizar las anteriores componentes del gel, una vez gelificado se puso Benzoato
de sodio al 5%, se mezclo energicamente; se repartidé el gel en dos frascos de vidrio
estériles, cantidades iguales del gel preparado , a un frasco se le afiadié aloe vera al 5,4%, ,

se autoclavo , y por ultimo se agrego el extracto .

Una vez cumplido el periodo de adaptacion, se procedio a realizar el estudio de inocuidad
local in vivo. Se trabajo con seis especimenes a los cuales, se los separaron en tres grupos :
dos especimenes por grupo. Al primer grupo se le administro gel con extracto utilizando el
promedio de las CC50 de cultivos primarios y continuos, al segundo grupo el gel placebo
y el tercer grupo control no se le administro ningun gel solo alimento y agua controlada
La administracion del gel fue realizada alrededor de toda la mucosa oral , con hisopos
estériles ver Fotografia 4, tres veces por dia, evitando en cada aplicacién la ingesta de
alimento liquido/solido por espacio de 15 minutos para evitar posibles interferencias en el

experimento. Esto se realizo diariamente por espacio de seis semanas.
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Fotografia 4. Administracion del gel alrededor
de la mucosa oral, con hisopos estériles.

Una vez concluido el tiempo de experimentacion se procedié a sacrificar a los animales
introduciendo al animal en un frasco con algodén empapado de halotano por espacio de 10
minutos; al cabo de este tiempo por medio de procedimientos quirdrgicos se extrajo toda la
mucosa oral de cada animal, para luego realizar cortes seriados de dicho tejido, con un
equipo de diseccién. Las muestras provenian de ambos lados (de la mucosa derecha e
izquierda) y de la parte anterior, del margen de union entre la encia y mucosa oral, la
encia papilar cara interna, encia libre cara interna y encia adherida cara interna para el

analisis histoldgico.

5.5 Técnica Histoldgica

Los cortes fueron preparados por duplicado por cada lado de la mucosa oral;
posteriormente fueron  fijados en formol al 10% con el objetivo de conservar
definitivamente la estructura celular,. A continuacion se procedié a lavar con agua
corriente para eliminar el exceso de fijador y se procedid a deshidratar el tejido con
inmersiones sucesivas con alcoholes al 75%,85%y 95%. El siguiente paso fue someter al
xilol, previa identificacion de cada corte, luego se fijaron los cortes en parafina liquida
(punto de fusion de 56 a 59 °C); una vez formado el blogue que incluye el tejido, se
procedié a cortar con un desgaste de 15 a 20 micras, un corte fino de 3 a 4 micras un
micrétomo. Estas muestras se fijo en un porta objetos en bafio maria de 45 a 55°C. A
continuacion de realizo la Tincién universal y la observacion de los diferentes niveles de la

mucosa para asi poder evaluar el posible efecto toxico de la planta sobre dicha mucosa. Se
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establecieron  pardmetros de medicion como se observa en la tabla 1. Se asignaron

valores, graficando los resultados en Microsoft Excel, en algunos casos mostrando

promedios.
Parametro Escala
Linfocitos Leve, moderado, severo
Fibrosis Ausencia, presencia
Vasos congestivos Leve, moderado, severo
Hiperplasia Leve, moderado, severo
Hiperplasia Ausencia, presencia

Pseudoepiteliomatosa

Queratinizacion Ausencia, presencia
Eosinofilos Leve, moderado, severo
Proyecciones Papilares Ausencia, presencia
Proyecciones verrucosas Ausencia, presencia
Mitosis Leve, moderado, severo
Mucosa papilar espesor total NUmero de capas

Mucosa papilar estrato | NUmero de capas

superficial

Mucosa papilar estrato | Namero de capas

intermedio

Encia libre espesor total Numero de capas

Encia libre estrato superficial NUmero de capas

Encia estrato intermedio NUmero de capas

Tabla 1: Parametros histologicos medidos en los diferentes cortes de la mucosa
6. Estudio clinico

6.1 Material y métodos

Los resultados obtenidos en los conejos a los que se administro el gel (que permite que los

principios activos, estén presentes de una manera sostenida en contacto con la mucosa y que
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en la regidn de penetracion muestra, que puede existir fenOmenos irritativos, por lo que se

decidié a nivel clinico retornar a lo que indica la medicina tradicional el enjuague bucal.

6.2 Preparacion del enjuague

La preparacion del enjuague se realizo segin las normas farmacéuticas, en el Area de
Quimica Farmacéutica del Instituto SELADIS.A partir del liofilizado obtenido de la planta,
se preparo el enjuague bucal al 0.03 gr/ 100 mL , con 180 mL de agua destilada estéril; se
afiadié 0.72 mL de esencia de menta, 0.0174 gr de stevia como edulcorante y 0.025 gr de
Benzoato de sodio que es el conservante De igual modo se preparo el placebo sin extracto y
se envasaron en frascos de polivinilo estériles de 180 mL con su respectiva etiqueta ( Ver
Anexo.)

6.3 Poblacion de estudio.- El estudio se realizo con 30 pacientes ambulantes que
acudieron a la Facultad de Odontologia de la UMSA, Cétedra de Periodoncia, los cuales
cursaban enfermedad gingivoperiodontal. Se les invito a participar en el presente estudio,
mediante un consentimiento informado, donde se les otorgo una copia del documento. Los
pacientes fueron agrupados, segun enfermedad diagnosticada mediante un examen general
y una historia clinica, de la siguiente manera: 15 pacientes con gingivitis, 15 pacientes con
periodontitis, antes y después del tratamiento se les realizo una medicién semicuantitativa
de los signos clinicos gingivoperiodontales a cada paciente ( ver anexo ), asignando
valores: a cada parametro utilizado para la medicion de estos sintomas y signos : leve +,
moderado ++, avanzado +++, con la siguientes equivalencia por el calculo por el
tratamiento , se establecieron los siguientes valores, Leve: 1, moderado :2, avanzado : 3,
ausencia :0, con estos valores se graficaron los resultados mediante graficas de puntos
antes y después del tratamiento, paralelamente para conocer la tendencia de la
disminucion de los signos y sintomas gingivoperiodontal evaluados , se calculo la
pendiente de cada variable, y se obtuvo el promedio de dichos valores, utilizando
Microsoft Excel (Microsoft office 2001: Microsoft Corp . Redmond Wash)
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6.4 Tratamiento del paciente con el enjuague bucal

Los pacientes seleccionados por el tipo de enfermedad recibieron, el enjuague bucal
(extracto o placebo) segun el método doble ciego: 10 recibieron enjuague bucal con
extracto y 5 pacientes recibieron enjuague placebo, para ambas enfermedades. El
tratamiento se aplico por seis dias, realizando enjugues bucales con una medida otorgada de
15 mL cuatro veces por dia, después de cada comida y cepillado de los dientes, tratando de

que tome contacto el liquido con la enciay el diente durante al menos 1 a 2 minutos .

6.5 Obtencion de las muestras microbioldgicas

Se obtuvieron las muestras del surco gingival profundo con hisopos estériles para frotis en
portaobjetos estériles para el estudio morfoldgico de las bacterias. También este método se
utilizo para identificar las espiroquetas en fresco en campo oscuro con solucién salina
fisiologica al 9%, Las placas tefiidas fueron evaluadas por el nimero de microorganismos
observados, la morfologia y coloracién de los mismos, permitiendo la identificacion y
semicuantificacion solo de las principales bacterias periodontopatogenas como: Espirouetas
spp., Fusobacterias spp., Streptococcus mutans spp., Streptococus y Sthaphylococcus spp.
Estos microorganismos identificados por criterios morfoldgicos y tintoriales se clasificaron

en:

+ Escasos (algunas bacterias por campo en toda la placa)
++ Frecuentes (numerosas bacterias por campo en todos los campos)
+++  Abundantes (Gram. cantidad de bacterias en cada campo en toda la placa)
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Fotografia 6: Toma de muestra del surco
Gingival con ayuda de papel Watman N 3.

Se realizo cultivo primario del exudado del surco gingival con la ayuda de un pequefio
papel Watman N° 3 que se ingreso cuidadosamente en el surco gingival ( ver grafico ),para
observar las bacterias anaerobias presentes, se cultivo en caldo tioglicolato, inmediatamente
se sello con parafina liquida para cultivo en microaerofilia, anaerobiosis ( Jarra Gas Pack)
de 24 horas, donde también se realizo un frotis para posterior tincion Gram, luego se
realizo subcultivos en medios sélidos (Agar sangre, Agar Chocolate , Agar mitis

salivarius) ( ver anexo ).

VII. Resultados.
A. Estabilidad del extracto

Una vez realizados los ensayos a la que el extracto se mezcla con los diferentes medios,
para ver su estabilidad no se observo ninguna alteracion visible de turbiedad,
sedimentacion e in solubilidad a las 24, 48 horas en los diferentes tiempos de exposicion,
por lo tanto se determino que se puede utilizar para los posteriores ensayos tanto RPMI y

Hank’s, como diluyentes.

B.CITOTOXIDAD DE A.weddell EN CULTIVO DE CELULAS BHK-21

Con la finalidad de determinar el posible efecto toxico del producto y la concentraciéon a
la cual este no sea toxico se trabajo con cultivos de células BHK-21, a diferentes

concentraciones del extracto y diferentes tiempos de incubacion.
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La figura 1 muestra la evaluacion preliminar del efecto citotoxico de A.weddell a partir de
una concertacion inicial de 2mg/mL y 4 diluciones 10x en cultivo de 24, 48 y 72 horas.
La evaluacion se realizo comparando con el control negativo donde solo se utilizo medio

(CN)
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40 -
30 4
20
10 A

—&— 24 horas
—@— 48 horas

—aA— 72 horas

% de viabilidad

CN 0,0002 0,002 0,02 0,2 2

Concentracién del extracto mg/mL

Figura 1 Determinacion del efecto citotoxico de A.s. weddell sobre células BHK-21. El cultivo celular fue
realizado a las 24, 48 y 72 horas en presencia de diferentes concentraciones de, A. weddell concentracion
inicial 2mg/mL. El porcentaje de viabilidad de células— Akhana fue evaluado mediante el método de
Exclusion del colorante Azul Tripan

Con la realizacion de este ensayo se observo la accion toxica de A. weddell en la
concentraciones 0.2 mg/mL. No observo mayor diferencia en el porcentaje de viabilidad a
concentraciones menores ,con respecto al control negativo, en el ensayo llevado a cabo a
las d 24, 48 en el cultivo de 72 horas se evidencio aun mas un descenso significativo en el

porcentaje de viabilidad celular.

Una vez evaluado el efecto de A. weddell con las diluciones logaritmicas ( base 10 ) del

extracto, se decidié realizar diluciones a 3 x a partir de la concertacion inicial de
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2mg/mL, a cultivos de 48 horas. Encontrando una disminucién de la viabilidad en las

concentraciones de 2 mg/mL, 0,6 mg/mLy 0.2 mg/mL.
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CN 0,02 0,06 0,2 06 2

Concentracién del extracto mg/mL

Figura 2.Determinacion del efecto citotoxico de A. s. weddell sobre células BHK-21. El cultivo celular fue
realizado a las 48 horas en diferentes concentraciones a partir de las anteriores realizando diluciones 1/3 de
Akhana, partiendo de una concentracion inicial 2mg/mL. El producto A. weddell -células fue evaluado
mediante el método de Exclusion del colorante Azul Tripan El valor representa el promedio de 2 ensayos

Con este ensayo se evidencio que la concentracion citotoxica media (CC50), entre las
concentraciones de 0.2mg/mL y 0.06mg/mL, se realizo la operacion matematica de
regresion lineal para determinar la (CC50), donde se obtuvo el siguiente valor:
0.1336mg/mL.

Concluidos los anteriores ensayos, se realizo el mismo procedimiento (con las mismas
concentraciones y tiempo de incubacion), utilizando la técnica espectrofotometrica del
MTT 'y asi poder realizar la comparacion con el método de exclusion del colorante Azul

Tripén.
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Los ensayos por MTT confirmaron que las dos concentraciones mas altas de 2 mg/mL y
0.6 mg/mL son las mas toxicas, ver Fig. 3 también se observo que existe un aumento

paulatino en el porcentaje de viabilidad de las células BHK-21, asi pudiendo demostrar aun

una mayor actividad de las células BHK-21 cultivadas, demostrado por el método
espectrofotometrico del MTT con respecto al método de exclusion del colorante Azul

Tripan.

100

% de viabilidad

CN 002 0,06 0,2 0,6 2

Concetracion del extracto mg/mL

Figura 3. La evaluacion de la actividad del extracto con células BHK-21, a diferentes concentraciones del
extracto mediante la técnica espectrofotometrica del MTT, la cuantificacion de la sal de tetrazolio se realizo
a 48 horas de exposicion y cada variable se ensayo por triplicado.

DETERMINACION DEL EFECTO CITOTOXICO DE LA A. weddell SOBRE
CULTIVOS PRIMARIOS

A Esplenocitos murinos.

Los cultivos primarios, son sistemas sensibles a cambios fisicos, quimicos, asi como los
componentes del medio donde se encuentran, por lo que se constituyen en un excelente
monitor de cualquier compuesto que altere la actividad y funcionalidad normal de las
células. Con la finalidad se realizo el cultivo de células esplénicas murinas, para la
evaluacion efecto citotoxico de A.s. weddell a partir de la concentracion de 2mg/mL

realizando diluciones 3x. Se observo una menor viabilidad celular en las concentraciones de
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2 mg/mL y 0.2mg/mL , determinandose el CC50 entre las concentraciones de 0.6 mg/mL y
0.2 mg/mL, ver Fig.(4) , la operacion matematica de regresion lineal se encontré el valor
de: 0.1401mg/mL. Se observo también que existié una menor viabilidad celular de los
esplenocitos murinos con respecto a las células BHK-21.

100

% de viabilidad

CN 002 006 02 06 2

Concetracion del extracto mg/mL

Figura. 4 Determinacion del efecto citotoxico de A. s. weddell sobre esplenocitos murinos. El cultivo
celular fue realizado a las 48 horas en presencia de diferentes concentraciones de A..s. weddell, concentracion
inicial 2mg/mL. El producto de la interaccion constante A weddell-células fue evaluado mediante el método
de Exclusién del colorante Azul tripan. El valor representa el promedio de 2 ensayos

DETERMINACION DEL EFECTO CITOTOXICO DE A. weddell SOBRE
CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANQOS

B. Linfocitos humanos

Las células linfociticas, dependientes de las células madres linfoides, tienen un papel muy
importante en la inmunidad celular (funcion reguladora en la respuesta celular), son

sensibles a cualquier agente extrafio, de ahi su importancia en la deteccion del efecto
deletéreo, que podria causar el producto natural.
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El ensayo se realizo con las mismas concentraciones de extracto utilizadas en el efecto
citotoxico a las células BHK-21 (concentracion inicial 2 mg/mL diluciones seriadas 3x, con
un tiempo de exposicion de 48 horas) . Se observo una mayor viabilidad de las células

linfoides en control negativo (como se observa en la Fig. 4, en comparacion a las células
esplénicas . Se encontro que las dos primeras diluciones de 2 mg/mL y 0.6 mg/mL son las

mas toxicas el CC50 dio un valor de: 0.1121mg/mL

% de viabilidad

CN 002 006 0.2 06 2

Concentracién del extracto mg/mL

Figura. 5 Determinacion del efecto citotdxico de A.s. weddell en linfocitos humanos. El cultivo celular fue
realizado a las 48 horas en presencia de diferentes concentraciones de A weddell , concentracion inicial
2mg/mL. El producto de la interaccion constante A weddell-células fue evaluado por el método Exclusion del
colorante Azul tripan El valor representa el promedio de 2 ensayos

B. Resultados.-

ESTUDIO DE INOCUIDAD LOCAL IN VIVO

Estado general y comportamiento animal

El estado general, observable visualmente, fue reportado de manera diaria, buscando algun

cambio en la movilidad, quietud, ingesta liquida/solida, su peso fue normal deacuerdo a su
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crecimiento, la agresividad, pasibilidad, erizado de pelo y otros. El registro indica que no
hubo cambios visibles en el comportamiento, ni en la ingesta liquido/sélido o en el erizado
de pelos. Se puede afirmar que la apariencia se mantuvo dentro de los limites normales sin

alteracion evidente en ninguna, en los animales tratados con los geles.

Una vez realizados los cortes histologicos y tincion de las placas se procedid a analizar
diferentes componentes de la mucosa oral para ver el posible efecto toxico del producto
natural haciendo comparaciones con el gel placebo y el control negativo, con los

parametros de medicién ya establecidos, en la mucosa oral.

En la evaluacién de linfocitos en la ldmina propia, fueron encontrados, en todos los cortes
tanto en el control extracto y placebo, con un ligero aumento en dos de los cortes que se
administro el extracto como muestra la figura con un incremento en su promedio: control
normal 0.75, extracto 1.25 y placebo 0.85, donde se observa un leve incremento en el

extracto.
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Figura. 6. Evaluacion de la presencia de linfocitos en lamina propia, después de la administracién por 6
semanas del gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacién solo alimento y agua normal),
los puntos representan el grado de severidad, O: ausencia, 1: leve, 2: moderado: 3: severo, de cada corte de la
mucosa lado izquierdo, lado derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados
por grupo. Se observo un incremento en el extracto.
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La fibrosis en el Corium encontrada, se observo una presencia de fibrosis en cinco
muestras de tejido, en las que se administro el gel extracto, una leve presencia en el gel

placebo, comparando con el control que presento ausencia total de fibrosis.
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Figura. 7. Evaluacion de fibrosis en el Corium , después de la administracion por 6 semanas del gel
extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacidn solo alimento y agua), Las barras representan la
ausencia o presencia de fibrosis encontradas en cada corte de la mucosa lado derecho, lado izquierdo, lado
anterior y encia por duplicado de los dos conejos experimentales por grupo.
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La presencia de vasos congestivos en el Corium en la evaluacion, se observo un aumento
considerable de vasos congestivos por parte de los cortes, a los que se les administro el gel
extracto y un leve aumento en el gel placebo comparados con la ausencia en el control
negativo, Fig. 8 presentando los siguientes promedios: Control: 0, extracto: 1.25 y Placebo
de 0.5.
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Figura. 8 Los vasos congestivos, observados en la lamina propia del corium, después de la administracién
por 6 semanas del gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua ), los
puntos el grado de severidad O: ausencia, 1:leve, 2 : moderado, 3 : severo, de cada corte de la mucosa lado
izquierdo, lado derecho, lado anterior y encia,, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
Presentando un aumento en el extracto.
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En la evaluacion realizada de la presencia de hiperplasia a diferentes cortes de la mucosa
no se observo hiperplasia significativa en el gel extracto y en el gel placebo, Control: 0.6,
Extracto: 0.1, Placebo: 0.2 como se observa en la Fig. 9
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Figura. 9 Evaluacion de la hiperplasia, después de la administracion por 6 semanas del gel extracto, gel
placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua ), los puntos representan el grado de
severidad ausencia: 0 , leve : 1 moderado: 2 y severo :3 de cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado
derecho, lado anterior y encia , por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En cuanto a la hiperplasia pseudoepiteliomatosa, se observo la presencia en el extracto,
en comparacion a las muestras que recibieron gel placebo y control negativo, que
presentaron una ausencia  de este tipo de hiperplasia pseuodoepiteliomatosa,

presentandose con un espesor exagerado a nivel del extracto intermedio Fig. 10
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Figura. 10 En la evaluacién de la hiperplasia pseudoepiteliomatosa, después de la administracién por 6
semanas del gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua normal),
las barras representan la ausencia o presencia encontradas en cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado
derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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La queratinizacién en la mucosa oral, al realizar el presente estudio se encontrd presencia
de queratinizacion, en el control negativo, extracto y placebo no habiendo un aumento

significativo.fig 11
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Figura 11. Presencia de queratinizacion, después de la administracion por 6 semanas del gel extracto, gel
placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua) Las barras representan la asunsecia o
presencia de queratinizacion encontradas en cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado derecho, lado anterior y
encia , por duplicado de los dos conejos experimentales por grupo.
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Los eosinofilos presentes en la mucosa no se presento un incremento considerable,
encontrando un leve aumento tanto en el gel extracto y control; al contrario se noto una

ausencia en los cortes que se expusieron al gel placebo, se observa en la Fig 12
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Figura. 12 Evaluacion de Eosinofilos, después de la administracion por 6 semanas del gel extracto, gel
placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua), los puntos representan el grado de
severidad , O : ausnecia, 1 : leve, 2: moderado y 3 : severo, de cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado
derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En la presencia de proyecciones papilares y veruucosas, se observo presencia de estos

filamentos en el control y en el extracto y una total ausencia en el placebo

como se

observan en las Fig. .Las proyecciones verrucosas solo se presento en los cortes que

recibieron el gel extracto Fig. 13
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Figura. 13 Presencia de proyecciones papilares, después de la administracion por 6 semanas del gel
extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua), las barras representan la
ausencia o presencia de proyecciones papilares, encontradas en cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado
derecho, lado anterior y encia , por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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Figural4.Evaluacion de las proyecciones verrucosas.- Se examino después de la administracién por 6
semanas del gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua), las barras
representan la ausencia o presencia de proyecciones verrucosas encontradas en cada corte de la mucosa lado
izquierdo, lado derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En la presencia de mitosis, se encontré un aumento considerable en las muestras de los
animales que recibieron el gel extracto y placebo, con ausencia en el control negativo, lo

cual nos muestra una significancia apreciable.
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Figura. 15 Evaluacion de mitosis por campo, después de la administracion por 6 semanas del gel extracto,
gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua normal), los puntos representan el
grado de severidad, 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado, 3: severo en cada corte de la mucosa lado izquierdo,
lado derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En el recuento de las capas de la mucosa oral, se realizo contando diferentes capas de
celulas dispuestas en la mucosa oral. Se hizo énfasis en el estrato intermedio para poder

analizar el efecto del producto natural y observar un aumento o disminucién de las mismas.

En la mucosa papilar (espesor total ) se observo un aumento en el numero de capas en los
lados laterales derecho e izquierdo donde se utilizo el gel extracto, en el placebo se observa
un aumento de capas en el lado derecho, en el control no se observa significancia en el

numero de capas Fig. 16
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Figura. 16 Evaluacién de la mucosa papilar espesor total, después de la administracién por 6 semanas del
gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacién solo alimento y agua), Las barras
representan el numero de capas de células encontradas cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado derecho,
lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo
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En el estrato superficial de la mucosa papilar se observa un aumento en los animales que
recibieron gel extracto en comparacion al gel placebo y control los cuales no tuvieron un

notable aumento en el nimero de capas como se observa Fig.17.
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Figura 17 Evaluacion de la mucosa papilar estrato superficial, después de la administracion por 6 semanas
del gel extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacién solo alimento y agua ), las barras
representan en numero ce capas de células de cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado derecho, lado
anterior y encia , por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En la encia libre espesor total se observo solo un aumento en uno de los cortes del lado
derecho del extracto y control y no habiendo un aumento considerable en el placebo, como

se observa en la Fig.19
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Figura. 19 Evaluacion encia libre espesor total, después de la administracion por 6 semanas del gel
extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua normal), las barras
representan el numero de capas de células de cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado derecho, lado
anterior y encia , por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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La encia libre estrato superficial presento un leve aumento del numero de capas en la
mayor parte de las muestras estudiadas de los animales que utilizaron extracto y placebo
en comparacion al control negativo que presento un numero menor de capas como se puede
observar en la Fig. 20. En la encia libre estrato superficial solo se encontré un aumento en
el nimero e capas en el corte del lado derecho del extracto y en un solo corte del control
negativo, en el placebo se noto un ligero aumento en el nimero de capas en negativo, en el

placebo se noto un ligero aumento en el nimero de capas en comparacion al extracto.
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Figura. 20 Evaluacion de la encia estrato superficial, después de la administracion por 6 semanas del gel
extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicaciéon solo alimento y agua normal), las barras
representan el numero de capas de células de cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado derecho, lado
anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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En la encia libre estrato intermedio se encontré un aumento en el nimero de capas solo en
los lados derecho e izquierdo en comparacién al control negativo, el placebo no presenta

significancia en el aumento de capas.
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Figura 21. Evaluacion encia libre estrato intermedio, después de la administracion por 6 semanas del gel
extracto, gel placebo, control normal (sin ninguna aplicacion solo alimento y agua normal), las barras
representan el numero de capas de células encontradas en cada corte de la mucosa lado izquierdo, lado
derecho, lado anterior y encia, por duplicado de los dos conejos experimentados por grupo.
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VIl.Resultados.-

Estudio Clinico

Para examinar el efecto de este enjuague bucal in vivo, se administro en 8 pacientes
diagnosticados con gingivitis marginal localizada (GML) y 7 con gingivitis marginal
generalizada (GMG) a 12 personas con periodontitis destructiva cronica (EPDC) y 3 con

enfermedad periodontal local (EPL).

La evaluacién de los signos y sintomas gingivoperiodontales y la presencia de
microorganismos se evalud antes y después de la administracién del enjuague extracto y
enjuague placebo. Se hace énfasis en el hecho de que ademas del tratamiento con el
enjuague ( con extracto o placebo ) todos los pacientes fueron sometidos a curetaje o
tartrectomia o limpieza bucal , para eliminar la placa bacteriana y sarro que contienen

agentes nocivos que causan dafio .

Las Figuras 24 y 25 nos muestra el cambio del color en pacientes con gingivitis y
periodontitis antes y después del tratamiento de cada paciente que utilizo el enjuague bucal
extracto y placebo, viéndose un significativa disminucion en el grado de severidad del
cambio de color en los pacientes que utilizaron enjuague extracto con respecto a los
pacientes que utilizaron placebo en ambas enfermedades.En los que recibieron placebo (y
curetaje ) la disminucion se pudo ver en un grado o no hubo variacion . En cambio en los
pacientes con extracto se observo solo en una caso ausencia de variacion y la disminucion
fue en uno o dos grados. En el promedio de pendientes, se encontr6 un aumento
significativo en los pacientes tanto de gingivitis como de periodontitis que utilizaron

enjuague extracto, con respecto a los pacientes que utilizaron enjugue placebo.
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Figura 24 Evaluacion semicuantitativa del cambio de color y promedio de pendientes. a) Pacientes con
gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el

grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado.
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Figura. 25. Evaluacién semicuantitativa del cambio de color y promedio de pendientes . a) Pacientes
con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. .b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Las figuras 26 y 27 nos muestran el cambio del aumento de volumen en ambas
enfermedades (tanto gingivitis y periodontitis) con sus respectivos promedios de
pendientes en los que se observo una disminucion significativa en el grado de severidad de
los pacientes tratados con enjugue extracto, en comparacion a los pacientes tradados con el

enjuague placebo.
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Figura 26. Evaluacion semicuantitativa del aumento de volumen y promedio de pendientes. a)
Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. .b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura 27. Evaluacion semicuantitativa del aumento de volumen y promedio de pendientes. a)
Pacientes seleccionados con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y
3: avanzado. .b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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En las Figura. 28y 29nos muestran los cambios de perdida de textura en los pacientes con

gingivitis y periodontitis con sus respectivos promedios de pendientes donde se observo

una disminucién en los pacientes con gingivitis ,una importante disminucién en los

pacientes con periodontitis que utilizaron enjuague extracto.
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Figura. 28 Evaluacion semicuantitativa de la perdida de textura y promedio de pendientes. a)
Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
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grado

de severidad de la enfermedad.
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Figura. 29.Evaluacion semicuantitativa de la perdida de textura y promedio de pendientes. a) Pacientes
con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
de severidad de la enfermedad, O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)

Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Las figuras 30 y 31 muestran el dolor presente antes y después del tratamiento de los
pacientes tanto con gingivitis y periodontitis con sus promedios de pendientes .No se
observo diferencia en ambos casos de pacientes, entre los tratados con el enjuague extracto
con respecto a los pacientes que utilizaron enjuague placebo.
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Figura 30. Evaluacion semicuantitativa de la presencia de dolor y promedio de pendientes. a) Pacientes
con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura 31. Evaluacién semicuantitativa de la presencia de dolor y promedio de pendientes. a) Pacientes
con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)

Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

La Fig. 32y 33 nos muestra la perdida de funcion de los pacientes que cursaban gingivitis

/o periodontitis antes y después del tratamiento, donde no encontré un numero de pacientes

que tuvieran la perdida de funcién, no encontrando valores comparativos significativos en

los promedios de pendientes.
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Figura. 32. Evaluacion semicuantitativa de la pérdida de funcion y promedio de pendientes. a)
Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 33. Evaluacidon semicuantitativa de la pérdida de funcion y promedio de pendientes. a)
Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: Ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado.

En la evaluacion del agrandamiento gingival antes y después del tratamiento de los
pacientes tanto con gingivitis y periodontitis Figuras 34 y 35 con sus promedios de
pendientes, al realizar el examen se observo una disminucién en ambos casos de pacientes
,viéndose una mayor disminucion en la severidad del sintoma en los pacientes con
gingivitis que utilizaron enjuague extracto que se evidencio en el promedio de pendientes,

con respecto a los pacientes que utilizaron enjuague placebo.
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Figura. 34. Evaluacién d semicuantitativa del agrandamiento gingival y promedio de pendientes. a)
.Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado  de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. .b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura.35. Evaluacion semicuantitativa del Agrandamiento gingival y promedio de pendientes. a)
.Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

La evaluacion de la pedida del bisel en los pacientes con gingivitis y periodontitis, antesy
después de la utilizacion del enjuague extracto y placebo como muestran las Figuras 36 y
37 se observaron diferencias importantes en la disminucién de la severidad de este sintoma

en los pacientes con gingivitis y periodontitis que utilizaron enjuague extracto.
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Figura. 36. Evaluacién semicuantitativa de la pérdida del bisel y promedio de pendientes .a) Pacientes

con gingivitis antes y después del tratamiento con el

enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos

representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: Ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. .b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 37. Evaluacién semicuantitativa de la perdida del bisel y promedio de pendientes. a) Pacientes
con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. .b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Las Figuras. 38 y 39 nos muestran la acumulacién de placa

bacteriana y calculo

supragingival de los pacientes con gingivitis y periodontitis, con tratamiento antes y

después de la utilizacién del enjuague extracto y placebo. Se observo una disminucion de

la severidad en los pacientes con gingivitis y periodontitis que utilizaron enjuague extracto

y el placebo. Al reportar conviene recordar que ambos grupos (placebo y extracto) fueron

sometidos a curetaje, lo cual explica el hecho de la disminucion.
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Figura. 38. Evaluacion semicuantitativa de la .Acumulacion de placa bacteriana y calculo supragingival
y promedio de pendientes . a) Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague
bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1:
leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 39. Evaluacién semicuantitativa de Acumulacién de placa bacteriana y calculo supragingival y
promedio de pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague
bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1:
leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

Las Figuras 40y 41 nos muestra la acumulacion de calculo subgingival antes y después
del tratamiento de los pacientes con gingivitis y periodontitis , donde se observo una
disminucion en la severidad tanto en los pacientes con gingivitis como en los de
periodontitis que utilizaron enjuague extracto y placebo . El la comparacién del promedio
de pendientes en los pacientes que utilizaron enjuague placebo, no mostrando diferencia

entre ambos enjuagues.
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Figura. 40 Evaluacion semicuantitativa de la acumulacién de calculo subgingival y promedio de
pendientes. a) Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado
y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 41 .Evaluacion semicuantitativa de la acumulaciéon de calculo subgingival y promedio de
pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado
y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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La evaluacion de la formacion de la bolsa o saco periodontal falsa figuras 42 y 43 de los
pacientes con gingivitis y periodontitis , muestra una disminucién en la formacion de la
bolsa en los pacientes con gingivitis y periodontitis que utilizaron enjuague extracto,

levemente mejoria en los pacientes que utilizaron enjuague placebo .

a) b)
xtracto Placebo . .
E Promedio de pendientes
negativas
3 3 i i
8 1 1
[ ! ! g
g © 1 1 RY] 05
22w 2 o w o S o4l
23t N g, 0
v £ 2 (I N R
T & 2 [ (BN a + _
e T = N HEN S 0,3
5§28 1 o - e ) 3 S
S 5 AN : s £ 0.2
g < [N 1 o O
[ | RN \\ | g 01 |
i 0 'esssee ' coseshies ' @ @ £ '
(<]
Antes Despues Antes Despues - 0
Extracto Placebo

Figura. 42. Evaluacién semicuantitativa de la formacién de bolsa o saco periodontal falsa y promedio de
pendientes.  a) Pacientes con gingivitis, antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado
y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 43 Evaluacién semicuantitativa de la formacion de bolsa o saco periodontal falsa y promedio de
pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado

y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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La evaluacion de la formacion de la bolsa o saco periodontal verdadera en los pacientes que

realizaron el tratamiento, solo mostré una disminucion en los pacientes con periodontitis

que utilizaron enjugue extracto, en comparacion de los pacientes con gingivitis, donde no

se observo diferencia en los pacientes que utilizaron enjugue placebo como muestran las

Figuras 44 y 45. Si bien la diferencia de promedio de pendientes es elevada en el caso de

los pacientes con periodontitis, cabe aclarar que tal diferencia es falsa por el hecho de que

en los pacientes que recibieron placebo no hubo cambio en la bolsa, al final la disminucion

fue debida a que ambos grupos recibieron el curetaje.
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Figura. 44. Evaluacion semicuantitativa de

la formacion de bolsa o saco periodontal verdadera y

promedio de pendientes. a) Pacientes con gingivitis, antes y después del tratamiento con el enjuague bucal
extracto y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2:
moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 45. Evaluacién semicuantitativa de
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la formacion de bolsa o saco periodontal verdadera y

promedio de pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague
bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1:
leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

Las Figuras 46 y 47 nos muestra la evolucion del sangramiento de los pacientes que

realizaron el tratamiento con el enjuague, se observo una disminucion de la severidad en la

mayoria de los pacientes con gingivitis, también en los que utilizaron enjuague extracto

como en los del placebo. Sin embargo en 2 pacientes con enjuague extracto y 1 de 5 que

son placebo hubo incremento del sangrado. Los anterior muestra que no hubo efecto del

extracto en esos casos de gingivitis. En cambio en la periodontitis en todos los casos que

usaron el extracto hubo disminucion, no asi en lo del placebo en los cuales no hubo

disminucion del sangrado.
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Figura. 46. Evaluacion semicuantitativa del sangramiento y promedio de pendientes. a) Pacientes con
gingivitis, antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan
el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del
promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 47 Evaluacién semicuantitativa del sangramiento y promedio de pendientes. a) Pacientes con
periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Las Figuras 48 y 49 nos muestran los valores encontrados de edema y supuracion en los
pacientes que cursaban gingivitis y periodontitis. En los pacientes con gingivitis que
utilizaron el enjuague extracto solo dos tenian edema y supuracion, en ambos casos hubo
disminucion, en cambio en los pacientes que utilizaron enjuague placebo solo un caso
existié incremento después del tratamiento esto debido a que persistian algunas bacterias
pidgenas. En el caso de la periodontitis en todos los casos hubo una disminucién en los

pacientes que utilizaron extracto.
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Figura. 48.Evaluacion semicuantitativa de edema y supuracion y promedio de pendientes a) Pacientes
con gingivitis, antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 49. Evaluacién semicuantitativa de edema y supuracion y promedio de pendientes. Edema y
supuracion en pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado
y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

En el estudio realizado de la perdida de insercion en relacion a la unién cemento esmalte,

como se observa en las Figuras 50 y 51 no se encontraron nUumMerosos pacientes que

tuvieran este sintoma, viéndose solo en uno del placebo , se noto que disminuyo la

severidad. En los pacientes con periodontitis que utilizaron enjugue extracto, a varios casos

donde hubo disminucién de la severidad a los que utilizaron placebo un caso incremento

y otro disminuyo en el promedio de pendientes se encontr6 que un ligero aumento en los

pacientes con periodontitis que utilizaron enjuague extracto y ninguno en el placebo .
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Figura. 50.Evaluacion semicuantitativa de la perdida de insercién a la unién cemento-esmalte y
promedio de pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague
bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1:
leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 51 Evaluacién semicuantitativa de la perdida de insercién en relacion a la uniéon cemento-
esmalte y promedio de pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el
enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado
ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

de severidad de la enfermedad.

, 0:
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Las figuras 52 y 53 nos muestran los resultados hallados sobre la evaluacion de la recesion

del margen gingival en ambas enfermedades. Se encontro en los pacientes con gingivitis

que utilizaron enjugue extracto, un perfil de disminucion similar al de los pacientes que

hicieron el tratamiento con enjuague placebo. En los pacientes con periodontitis se encontro

disminucion distinta en 3 de los 15 casos que usaron el extracto en cambio en los pacientes

que usaron placebo solo uno disminuyo otro incremento lo que dio un promedio igual a la

del promedio.
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Figura. 52 Evaluacién semicuantitativa de la recesion del margen gingival y promedio de pendientes.
a) Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los

puntos representan el grado

avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

de severidad de la enfermedad.

, 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
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Figura 53 Evaluacion semicuantitativa de la recesion del margen gingival y promedio de pendientes. a)
Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado  de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas. b) Diferencia del promedio de las

pendientes negativas.

En cuanto a la movilidad dentaria encontrada antes y después del tratamiento los resultados
encontrados no muestran cambios importantes con la utilizacion del enjugue extracto, ya
que gran parte de los pacientes no referia este signo un paciente que tuvo aumento después
del tratamiento con extracto o placebo en como se observa en las figuras 52 y 53 los casos
de gingivitis redujeron este signo tanto en los que usaron extracto como placebo, lo que
muestra que este es un efecto del curetaje.
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Figura 52 Evaluaciéon semicuantitativa de la movilidad dentaria y promedio de pendientes. .a) Pacientes
con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos
representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b)
Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura 53. Evaluacién semicuantitativa de la movilidad dentaria encontrada y promedio de pendientes.
a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los

puntos representan el grado , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:

de severidad de la enfermedad.

avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

La Figura 54 y 55 nos muestra que la destruccion del hueso alveolar, en gingivitis no
sufrio  modificacion ( la mayor parte de los casos no presento este signo ), en los que
utilizaron enjuague extracto y se encontr6 solo un descenso de la severidad en los pacientes
que utilizaron enjugue placebo; los promedios de pendientes encontrados en ambas

enfermedades solo tuvo una significancia en los pacientes con periodontitis , y no asi para

los que utilizaron placebo donde solo se encontraron dos casos.
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Figura. 54. Evaluacion semicuantitativa de la destruccion del hueso alveolar y promedio de pendientes.
a) Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
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Figura. 55. Evaluacion semicuantitativa de la destruccién del hueso alveolar y promedio de pendientes.
a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo.
Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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En la evaluacién radiografica de la perdida 6sea horizontal en los pacientes tanto con
gingivitis y periodontitis se encontr6 un descenso en el Unico e paciente que tenia este
signo y que utilizo el enjuague extracto. Al no existir pacientes con este signo entre los
que usaron placebo no existieron paramentos de comparacion. En cuanto a los pacientes
con periodontitis, 3 de los 4 pacientes que presentaron este signo y que recibieron el
extracto, tenian disminucion. Entre los que recibieron placebo 3 de 5 disminuyeron y uno

incremento levemente, no mostrando una diferencia importante.
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Figura.56. Evaluacion semicuantitativa radiografica de la perdida ésea horizontal y promedio de
pendientes. a) Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado
y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 57. Evaluacién semicuantitativa radiografica de la perdida 6sea horizontal y promedio de
pendientes. a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto
y placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado

y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

En la evaluacion radiografica de la perdida 6sea vertical, no se encontraron a pacientes con
gingivitis que reportaran esta perdida figura 58 tan solo se observo un descenso importante
de la severidad en los pacientes con periodontitis que utilizaron el enjugue extracto como
se observa la figura 59 que se observo nitidamente comprobando teniendo en el promedio

de pendientes .
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Figura. 58.Evaluacion semicuantitativa radiografica de la perdida dsea vertical. a) Pacientes

con

gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el
grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado.
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Figura. 59.Evaluacién semicuantitativa radiografica

Promedio de pendientes
negativas

0,6

0,4

vertical

02 [

Rx perdida osea

0

Extracto Placebo

de la perdida 6sea vertical y promedio de

pendientes . a) Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y
placebo. Los puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado

y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.

Las figuras 60 y 61 nos muestra la evaluacion de la formacion de ulceras en pacientes tanto

con gingivitis como en periodontitis, al realizar el estudio se encontré que los pacientes que

utilizaron como tratamiento el enjuague extracto no presentaban formacion de ulceras, en

cambio los pacientes tratados con el enjuague placebo que presentaron ulceras solo uno

hizo un leve descenso la severidad de la ulcera. Por no haber pacientes de comparacion no

se dio una significancia a este estudio.
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Figura.61. Evaluacion semicuantitativa de la formacién de ulceras y promedio de pendientes .
a)Pacientes con gingivitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad, 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado.
b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Figura. 62. Evaluacién semicuantitativa de la formaciéon de ulceras y promedio de pendientes. a)
Pacientes con periodontitis antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los
puntos representan el grado de severidad de la enfermedad. , O: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3:
avanzado. b) Diferencia del promedio de las pendientes negativas.
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Las Figuras. 63 y 64 muestran la evaluacion microbioldgica en fresco y en cultivo,

realizada de las muestras tomadas del surco gingival realizada por tincion Gram. y campo

oscuro , que revelan que el enjuague extracto tanto en gingivitis y periodontitis tuvieron un

descenso importante en la presencia de espiroquetas en el surco gingival, confirmado en la

comparacion del
gingivititis ( Figura 63).
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Figura 63. Evaluacién microbiologica semicuantitativa de Espiroquetas spp. en surco gingival y
promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en fresco y
cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincion Gram en pacientes con gingivitis antes y
enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de

después del tratamiento con el

las pendientes negativas.
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Figura. 64. Evaluacién microbiol6gica semicuantitativa de Espiroquetas spp. en surco gingival y
promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en fresco y
cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincion Gram. en pacientes con periodontitis antes 'y
después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de
las pendientes negativas.

Las Figuras 65y 66 muestran la evaluacion microbioldgica realizada de las muestras
tomadas del surco gingival en fresco y en cultivo realizadas por tincion Gram. , que revelan
que con el enjuague extracto tanto los pacientes con gingivitis como los de periodontitis
tuvieron un descenso importante en la presencia de Fusobacterias spp. en el surco gingival,

confirmado con la comparacion de promedios de pendientes.
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Figura. 65. Evaluacion microbioldgica semicuantitativa de Fusobacterias spp. en surco gingival y
promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en fresco y
cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincion Gram. en pacientes con gingivitis antes y
después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de
las pendientes negativas.
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Figura. 66. Evaluacion microbioldgica semicuantitativa de Fusobacterias spp. en surco gingival y
promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en fresco y
cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincion Gram. en pacientes periodontitis antes y
después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de
las pendientes negativas.

Las figuras 67 y 68 muestran la evaluacién microbioldgica realizada de las muestras

tomadas del surco gingival en fresco y en cultivo realizadas por tincion Gram. , que revelan
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que el enjuague extracto en gingivitis en 4 de 10 pacientes, 3 incrementaron su presencia.

Con el placebo ninguno disminuyo y dos aumentaron. En los pacientes con periodontitis en

todos los casos disminuyeron de manera ostensible comparado al placebo
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Figuras. 67. Evaluacion microbiolégica semicuantitativa de Streptococcus mutans spp. en surco
gingival y promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en
fresco y cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincién Gram. en pacientes con gingivitis
antes y después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de

las pendientes negativas.
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Figura. 68.Evaluacién microbioldgica semicuantitativa de Streptococcus mutans spp. en surco gingival
y promedio de pendientes. a) Promedio de placas evaluadas de muestras del surco gingival en fresco y
cultivo evaluadas por los métodos de campo oscuro y tincién Gram. en pacientes con periodontitis, antesy
después del tratamiento con el enjuague bucal extracto y placebo. Los puntos representan el grado de
severidad de la enfermedad. , 0: ausencia, 1: leve, 2: moderado y 3: avanzado. b) Diferencia del promedio de
las pendientes negativas.

IX.Discusion

El uso de plantas medicinales para el manejo y prevencion de patologias orales se esta
acentuando en épocas recientes; un porcentaje cada vez mas importante de las pastas
dentales y enjuagues bucales incorpora en su composicion plantas con efecto medicinal.
Esto demuestra que existe predisposicién en el mundo odontologico para combatir las

enfermedades orales con el uso de productos naturales.

Varios materiales que se usan en odontologia son derivados de productos naturales. Asi, el
Eugenol que se usa en el tratamiento de conductos, proevine del clavo de olor (droga
conocida con el nombre de Clavo de especia proveniente de plantas de la familia
mirtaceas), la Gutapercha (pasta para tratamiento de conductos) proviene del Palaquium
(ebano), arbol que crece en la india. El Alginato para impresiones dentales en protesis es

polimero natural de algas marinas.
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La herbolaria local usa también estos productos que van dirigidos a tratamientos y procesos
de enfermedades orales. En este caso se reporta, el antecedente del uso de la Akhana que es
componente de la flora medicamentosa nativa del norte de Potosi de nuestro pais. Se usa
infusiones de la planta para dolencias de la encia, con resultados benéficos segln reportes
testimoniales de los pobladores de la region, no teniendo toxicidad aparente. Estos
alcances se vincularon con los hallazgos realizados en nuestro laboratorio , donde este
producto natural ha sido motivo de varios estudios , se evidencio los componentes
fitoquimicos, como flavonoides, taninos. También se realizo estudios preliminares de
cultivo in vitro, in vivo donde se demostraron su efecto bactericida contra algunas bacterias
de la cavidad oral ' Aunque los antecedentes de uso tradicional y consumo humano
sugieren que Aphyllocladus spartioides weddell no posee actividad toxica evidenciable; es
importante verificar este hecho en laboratorio , por lo cual nos motivo a implementar un
modelo de estudio pre-clinico de citotoxidad in vitro, toxicidad local in vivo y un modelo

de investigacion clinica y microbioldgica.

Como primer paso se evalud la actividad toxica de este producto natural en diferentes
sistemas de cultivo celular. Para esto se utilizaron lineas continuas establecidas en células
(BHK-21) y de cultivo primario (esplenocitos murinos y linfocitos humanos), siguiendo la
técnica ya establecida de optimizacion de cultivos celular antes, durante y después del

cultivo.

En un primer paso se establecieron caracteristicas celulares por microscopia para establecer
los pardmetros citoldgicos de las células BHK-21.Una vez establecidas estas caracteristicas
se expuso a las células al tratamiento a diferentes tiempos de exposicion vy
concentraciones del extracto, para la determinacion de un tiempo optimo, en el que las
células tengan una adecuada adaptacion al cultivo in vitro, y su viabilidad sea optima; el
tiempo en el cual las células tenian una buen porcentaje de viabilidad fue a las 48 horas ,

por lo cual a partir de este hallazgo se trabajo con ese tiempo de exposicion.

En la evaluacion de la toxicidad de Aphyllocladus espartioides weddell en cultivo de

lineas continuas con células BHK-21 ( figura 3) por el método de Azul Tripan , se
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evidencio un efecto toxico solo a concentraciones mayores a 0.2 mg/mL , al realizar el
siguiente ensayo con diluciones intermedias 3X , se encontrd inocuidad entre estas dos
diluciones 0.06-0.02 mg/mL, Los hallazgos se constituyeron la base para encontrar la
CC50 de 0.1336mg/mL, dosis a la cual no presentaria ningun dafio las células.

En el ensayo del 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) que
refleja la actividad de varias enzimas deshidrogenasas dependientes del NADH, la sal de
MTT es reducida por la enzimas mitocondriales de las células viables y metabolicamente
activas a cristales de Formazan, producto que al ser solubilizado puede ser cuantificado
espectrofotometricamente.EIl valor nos muestra la proporcionalidad de las células viables
presentes en el cultivo. #4518 22 35.37.62) Al realizar el ensayo con la linea BHK-21 y las
diferentes concentraciones del extracto se encontrd una proporcionalidad del numero de
células presentes en el cultivo Figura.4 mostrando un descenso en la viabilidad solo las
concentraciones mayores de 2 mg/mL a 0.2 mg./mL y un aumento en la viabilidad en las
concentraciones de 0.06mg/mL, 0.02mg/mL, esto puede deberse a que los componentes del
extracto no alteraron a las células biolégicamente activas y que pueden tener ejercer un
efecto sobre las enzimas deshidrogenasas dependientes de NADH ya que la sal de
tetrazolio es reducida por las enzimas mitocondriales, dando en el ensayo un porcentaje
incrementado de la viabilidad , guardando relacion con el perfil de toxicidad , esto por los

métodos realizados.

En los ensayos de citotoxicidad de Aphyllocladus spartioides weddell en cultivos primarios
de esplenocitos murinos de ratdn y linfocitos humanos , los ensayos reportaron inocuidad
del producto en concentraciones bajas de 0.06 -0.02mg/mL y una citotoxicidad marcada en
la concentraciones mayores de 2 mg/mL, notandose una visible disminucion gradual de la
viabilidad celular , demostrando que Aphyllocladus spartioides weddell no es toxica para
las células y que el decremento de la viabilidad es debido al proceso normal de afectacién
de las células de cultivo primario , por ser un sistema mas sensible , a todo tipo de agentes
extrafios 0 en este caso a la utilizacion del extracto utilizado. Los resultados de ambos

ensayos nos dio  una base para el calculo de el CC50 obteniendo los valores de
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0.1401mg/mL y0.1121mg/mL que mostraron una similitud con el valor encontrado de la

CC50 con la linea BHK-21.como se observan en las figuras 4y 5

Con los resultados obtenidos del estudio del la citotoxicidad in vitro realizada con el
extracto en cultivos continuos y primarios se procedié a realizar el estudio toxicidad local
in vivo evaluando la toxicidad sub. aguda de 45 dias en los animales de experimentacién
utilizando el gel con el extracto a la  utilizando la concentracion promedio , de las
concentraciones citotoxicas medias ( CC50) de los cultivos continuos y primarios,
teniendo una concentracion de 0,1228mg/mL , el gel placebo sin extracto . Al animal
control al no se le aplico ningun gel. Estos tres  grupos experimentales nos sirvieron
para realizar una evaluacion comparativa del posible efecto del producto natural y del
propio gel sobre la mucosa oral.

En principio se pudo observar que los animales no sufrieron cambios en el
comportamiento ni en la apariencia, ni en la ingestién alimenticia liquido/ sélido; su
crecimiento fue normal, el aumento de su peso fue adecuado a su crecimiento, no habiendo

cambios considerables en los tres grupos de experimentacion.

Los linfocitos que son leucocitos mononucleares no granulares, que presentan un ndcleo
teflido intensamente de azul palido, son un producto del tejido linfoide y tienen teniendo
un papel importante en la inmunidad, como defensa del organismo. El estudio de los
cortes de la mucosa lateral y anterior de la lamina propia mostraron un ligero aumento en
el promedio tanto en el gel extracto y placebo, y no asi en el control negativo, este ligero
incremento puede ser debido a la reaccion de la mucosa frente al extracto, este aumento al

no ser significativo, permite considerar que el extracto da un leve dafio en la mucosa.

La fibrosis es la formacion de tejido conjuntivo alveolar laxo, aumentadas por una
estimulacion fibroblastos que producen un incremento de fibras colagenas en el Corium.
En la evaluacion realizada, solo se encontr6 un aumento considerable en el numero de
muestras, cuando se administro el gel con extracto, este aumento es debido a la accidn

del mismo extracto.
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La evaluacion de los vasos congestivos en el corium nos permite observar si los vasos que
son conductos de pequefio diametro que transportan nutrientes, sangre o algun liquido,
estan interferidos en su funcién; en algunos casos el flujo sanguineo se torna lento ,
produciendo una éxtasis sanguinea a reaccion de esto se presenta una mayor dilatacion de
los vasos y capilares sanguineos; esto generalmente ocurre en procesos inflamatorios, que
se explica la presencia de vasos congestivos en los animales que recibieron gel extracto y

placebo, ,como efecto de la accién mecéanica de aplicacion de los geles.

La hiperplasia que es un aumento en el nimero de células normales,( con una disposicién
normal que genera un aumento de volumen), se vio disminuida tanto en el gel extracto
como en el gel placebo, posiblemente a que ambos geles preparados en su composicion
tenfan gel de aloe vera y que por sus conocidas propiedades antiinflamatorias 67113120

produjo esta disminucion en relacion al control negativo que presento una considerable
hiperplasia que podria considerarse como propia de la mucosa oral. En cuanto a la
hiperplasia pseupoepiteliomatosa, este espesor aumentado a  expensas del estrato
intermedio solo se dio con el gel extracto, lo que permite proponer que este producto

provoca un estimulo en la reepitelizacion a nivel del estrato intermedio.

Las proyecciones verrucosas y papilares encontradas como resultado de la irritacion a
expensas de la dermis, se explican por la accién mecénica de aplicacion de los geles sobre
en la mucosa. La queratinizacion, donde las células superficiales acumulan queratina en su
citoplasma, no tuvo mayor relevancia considerandose como normal en una mucosa oral al

realizar las comparaciones entre el gel extracto, gel placebo y control negativo.

Los eosinofilos que son leucocitos granulosos con nucleos conectados por filamentos
delgados de cromatina, con granulos toscos redondeados uniformes que generalmente se
ven aumentados en un proceso alérgico o parasitario, no se encontraron modificados,

excluyendo la posibilidad de que el extracto pudiera causar algin proceso alérgico.
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La mitosis que es la division indirecta de una célula en la que los dos nucleos hijos reciben
normalmente complementos idénticos, con caracteristicas idénticas de la especie En la
evaluacion se observo un incremento considerable en el promedio en los animales que
recibieron del gel extracto; esto podria deberse a que este gel extracto estimula a la

reepitelizacion de las capas de la mucosa y se ve aumentados los campos de mitosis.

El estudio de las diferentes capas de la mucosa nos sirvié para observar si alguna de las
capas de la mucosa podria estar disminuida o afecta por los geles utilizados. Al realizar la
evaluacion de la mucosa papilar espesor total y mucosa estrato superficial no se observo un
incremento considerable tanto en los animales que utilizaron gel extracto como en el

control.

Lo contrario ocurre en el numero de capas encontradas en el estrato intermedio de la
mucosa papilar y estrato intermedio de la encia; ya que en ambos casos hubo un marcado
aumento en el numero de capas, confirmando asi que el gel extracto actud al nivel de esos
estratos, comparados con el gel placebo y control negativo que no presentaron un aumento

considerable.

Una vez evaluados los resultados de cito toxicidad in vitro y toxicidad local in vivo se
decidio realizar el estudio clinico, pero utilizando enjuague bucal ante la posibilidad de que
el gel produzca reacciones congestivas (asociadas al efecto mecanico), considerando
también que estas enfermedades presentan microulceracioes en las encias que sangran

facilmente al tener un contacto directo.

Considerando lo anterior se realizo el estudio clinico, se caracterizo cuidadosamente las
enfermedades periodontales, en pacientes con gingivitis y periodontitis, por cuestiones de
orden procedimental, se elaboro un consentimiento informado (ver anexo) los sujetos
dieron aceptacion escrita, expresa 'y consciente para la utilizacion del enjuague después de

haber sido informados.
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En principio se evaluaron los signos clinicos gingivoperiodontales de ambos grupos,
antes de la utilizacion del enjuague extracto( Retamox al 0.03g/100mL) evaluando el
cambio de color , sabiendo que el color normal de las encias es de un color rosa coral
palido , un enrojecimiento u oscurecimiento , suele indicar inflamacion y por tanto
enfermedad. Realizada las evaluaciones clinicas antes y despues de la utilizacion del
enjuague extracto y enjuague placebo en los pacientes con gingivitis y periodontitis y
obtenida la diferencia de promedio de pendientes se encontré una importante disminucion
del cambio de color en ambas enfermedades en los pacientes que utilizaron enjugue

extracto. Esto nos indica una mayor recuperacion del color normal de la encia.

La textura normal superficial de la encia es graneada, “parecida a la cascara de naranja “;
esta se altera por la infeccidn teniendo una textura lisa a &spera debido al aumento de placa
bacteriana ; en varios de los pacientes se observo una textura lisa antes del tratamiento . En
la evaluacion posterior al tratamiento en ambas enfermedades se encontré una mayor
variabilidad de la textura en los pacientes que utilizaron enjuague extracto, dando indicios
de un descenso en la infeccion. EI aumento de volumen se debe al edema producido por la
acumulacion de fluidos en los tejidos como resultado de una permeabilidad vascular
aumentada, se encontré6 mayor numero de variabilidad en pacientes con gingivitis que
utilizaron el extracto, con respecto a los pacientes con periodontitis .Vale aclarar que este
aumento de volumen es mas frecuente en pacientes con gingivitis, lo cual nos indica un

efecto del enjuague extracto ante este sintoma.

La evaluacion del agradamiento gingival y recesion del margen gingival permite evaluar si
el margen de la encia (que en una situacion de salud debe estar al nivel del cuello del
diente), ante situaciones persistentes de enfermedad, la encia aumenta o disminucién su
tamafo respecto al cuello del diente. En los resultados obtenidos se encontrd una
disminucion ostensible en ambos casos de enfermedad, dando a entender que el enjuague

extracto , tubo efecto importante en la disminucion de estos signos.

El bisel, que es la ubicacion normal de las piezas dentarias con relacién a la encia, se ve

alterado en la enfermedad periodontal a lo que denominan “perdida de bisel “, esto se
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presenta con mayor frecuencia en los casos de periodontitis. El resultado obtenido en los
pacientes con periodontitis que utilizaron enjuague extracto muestra disminucion ligera en

la perdida de bisel.

-El dolor que solo esta presente en casos de periodontitis avanzada, abscesos periodontales
y en las gingivitis y periodontitis ulceros- necrosantes (muy dolorosa por la exposicién del
tejido conectivo, debido a la erosion del epitelio), porque la mayoria de las enfermedades
periodontales son relativamente indoloras, en este caso no hubo cambios considerables

después del tratamiento.

La acumulacién de placa bacteriana, es la pelicula blanquecina adherente, que recubre la
encia y piezas dentarias, generalmente esta compuesta se microorganismos y sus productos
bacterianos, sales, proteinas, células epiteliales descamadas, leucocitos. El calculo o sarro
cuyo factor etioldgico no esta claro , y que simplemente se considera como  placa
bacteriana calcifica, su localizacion es en el tercio gingival de los dientes y sobre grietas,
rugosidades . Al realizar el tratamiento con el producto natural se observo una disminucién
significativa con respecto a los tratados con enjugue placebo, lo mismo ocurrié con la
acumulacién de calculo subgingival que se ubica generalmente en el surco gingival y bolsa

periodontal.

La formacién de bolsa o saco periodontal,se forma de una persistente infeccion en el surco
gingival , esta se detecta mediante una sonda milimetrada , donde normalmente la
profundidad del surco gingival es de 2 a3 mm, unaumento nos indica la formacion de
bolsas periodontales, estas bolsas pueden ser verdaderas en los casos de periodontitis y no
asi en los casos de gingivits donde se forman bolsas que desaparecen con el tratamiento.
Evaluando con sondaje antes y después del tratamiento en los pacientes que utilizaron el
enjuague extracto y placebo, se noto una mayor disminucion en la formacion de bolsas

verdaderas y falsas.
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El sangrado, es el dato mas fiable de actividad infecciosa o inflamatoria, Se produce por
Micro ulceraciones en la pared blanda del saco y los numeroso vasos sanguineos., que
permite diagnosticar cuando se pone en contacto el saco con la sonda. En los resultados
obtenidos se encontrd una evidente disminucion en aquellos pacientes que recibieron
enjugue extracto, lo que nos indicaria un reduccion en la actividad infecciosa o

inflamatoria.

La perdida de insercion en la uniéon-cemento esmalte se refiere a la perdida de capas en la
region del esmalte que en su composicion presentan fibras colagenas y proteinas no
colagenas como los proteoglicanos, glicoproteinas, que cumplen una funcién importante en
de reparacion del dafio de la superficie radicular, se presenta generalmente en casos de
periodontitis. Al realizar el estudio, solo hubo disminucién en los pacientes que cursaban
con periodontitis que utilizaron el enjugue extracto, sugiriendo que el producto natural

estimula a la reparacion de esta perdida.

En la evaluacion radiogréafica de perdida 6sea horizontal y vertical se encontré un ligera
disminucion de la perdida dsea después del tratamiento con el enjugue bucal, esto podria
ser que el curetaje realizado o limpieza bucal la inflamacion o infeccién hizo, que hubiera

una regeneracién mucho mas rapida del tejido dseo.

El estudio microbioldgico se delimito a examinar los microorganismos mas patogenos en
la mucosa oral los o relacionados con la enfermedad periodontal, debido a que el surco
gingival presenta una flora bacteriana considerada normal que evoluciona en diferentes
estadios de estas patologias , por lo anterior se examino la presencia de las bacterias
anaerobias responsables de la gingivitis y/o periodontitis : Espiroquetas spp, Fusobacterias
, y Estreptococcus mutans spp ,que aparte de ser una bacteria cariogenica , es responsable

de la enfermedad periodontal *3820:2%)

En referencia al efecto de la planta, los resultados muestran que al final del tratamiento es

observable una modificacion de la cantidad y variedad de microorganismos respecto a la
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flora encontrada al inicio del manejo. Pero demostrando una significativa disminucion, en
el caso de las Espiroquetas spp,y Estreptococcus mutans , pero donde se noto un
considerable descenso fue en las Fusobacteriasspp no ocurriendo tal efecto en los casos
que recibieron placebo.

En lo referente a la evolucién clinica se pudieron advertir diferencias entre los sujetos
sometidos a enjuague extractos y los que utilizaron enjuague placebo, no obtante el
hecho de que todos fueron sometidos a limpieza del surco gingival (tratamiento
convencional) lo que reduce los estimulos imitativos, y da como consecuencia una
disminucion de la inflamacidén en los dias siguientes . En los pacientes tratados con
enjuague extracto hubo una disminucion considerable en los signos de infamacion e
infeccion dato correlacionado con la disminucion de placa bacteriana y en las bacterias

patogenas.

Para evaluar diferencias mas ostensibles y sostenidas seria necesario el tratamiento con
este producto para después evaluar la reinstalacion o no de la placa bacteriana. Por lo tanto,
ya que las diferencias que se encontraron fueron esencialmente clinicas y bacteriologicas,
puede aseverarse que el tratamiento con el enjuague bucal, tiene efecto complementario,
especialmente en las enfermedades gingivales / periodontales cronicas, pero de ninguna
manera suplementario. Las diferencias que pueden esperarse se basan en la diferente

calidad de flora que se logra con la administracion de este producto.

Sin embargo estudios previos de la planta mostraron la presencia de Flavonas, Taninos, que

estos podrian ser los responsables de la actividad antibacteriana, ¢ 840:5268.7081)

ya que se
reporto este efecto por la presencia de sus oxidrilos sobre la pared. Por su parte los taninos
podrian estar involucrados en la disminucion del proceso inflamatorio, se reporta esta
actividad en el numero de moléculas que tienen actividad quimica al ser este producto
natural utilizado en forma cruda ( sin aislar moléculas en especie ), se estaria administrando
un conjunto de principios activos que activan sinérgica mente, lo cual respalda la idea de

tener mas ventajas en el uso de formulados que incluyen extractos totales y no sustancias

128



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

aisladas, lo que a su vez reportes de la medicina tradicional validan y valoran el

conocimiento ancestral de nuestras poblaciones.

X.Conclusiones

Los estudios realizados permiten concluir en lo siguiente:

- La Akhana, al ser evaluada en cultivos continuos (celulas BHK-21) y cultivos
primarios ( esplenocitos murinos y linfocitos humanos ) mostré una toxicidad marcada,
solo en concentraciones en una concentraciones mayores de 2 mg/mL y una inocuidad del
producto en concentraciones bajas de 0.06 -0.02mg/mL, presentando una concentracion
citotoxica media (CC50) en cultivos continuos y primarios de 0.1401mg/mL
y0.1121mg/mL

- En la evaluacién de inocuidad local in vivo, bajo los criterios histopatoldgicos se
concluyo que el producto vegetal utilizando el equivalente de las CC50 tiene un efecto
reepitelizante a nivel del estrato intemerdio, esto basado en el aumento de mitosis
observado. Los demas parametros estudiados no tuvieron mayor relevancia, en lo referido a

posibles dafios en la mucosa.

En el estudio in vivo realizado en los pacientes que se sometieron al tratamiento completo
con el enjuague bucal de Aphyllocladus spartiodes weddell al realizar la valoracion
clinica odontoldgica se encontraron diferencias apreciables en la evolucién de la infeccion
e inflamacion , ya que se observo una disminucion de la inflamacion , el cambio de color
y sangrado de las encias y descenso en la profundidad del surco gingival, perdida de textura
entre los mas importantes . Entre algunos pacientes que utilizaron el enjuague extracto y el
placebo se observo a pesar de que todos los pacientes recibieron tratamiento odontoldgico

de curetaje o tartrectomia.
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- En el estudio microbioldgico realizado en las bacterias patogenas de los surcos
gingivales demostraron una importante actividad inhibitoria sobre las Fusobacterias spp,
Espiroquetas spp y Estreptococcus mutans spp. Tales hallazgos coinciden ampliamente con
lo reportado en trabajos anteriores % con procedimientos in vitro e invivo, con el

enjuague de Aphyllocladus spartioides weddell.

- Se concluye que la Akhana constituye un recurso fitofarmacologico de amplias
perspectivas en el manejo de procesos gingivoperiodontales. Sobre todo para el tratamiento
complementario de las enfermedades periodontales crénicas, pero de ninguna manera

suplementario, al de la limpieza o curetaje.
XI1.Recomendaciones
Los resultados obtenidos son hallazgos importantes, que obliga a ser continuados con un
mayor numero de pacientes, para reforzar la consistencia de los resultados encontrados.,
también se recomienda realizar estudios microbiologicos, efectuando la caracterizacion de
las especies, y realizar un estudio profundo de la fitoquimica de la planta.
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ANEXOS

ANEXO N°1

RPMI no suplementado:

ANEXO N°2
PBS

ANEXO N° 3

RPMI-S 5% suplementado

ANEXO N° 4

Versene

RPMI -1640

Glutamina 2 mM

Bicarbonato de Na 2 %

N-2 hidroxietil piperizina N-2 acido etanos
Sulfonato (Hepes) 24 mM

Penicilina 100 u /mL

Estreptomicina 100 u/ mL

ClI Na 0.75 mM

Na,HP O, 0.018 mM
K H;P O, 0.018 mM

RPMI -1640
Glutamina 2 mM
Bicarbonato de Na 2%
N- 2 hidroxetil piperazina
N- 2 acido estano sulfonato (hepes) 24 mM
Penicilina 100 U / mL
Estreptomicina 100 U / mL
Suero fetal bovino 5%

2 — Mercaptoetanol 5 x10° M

CINal5mM
K,P O, 1.4 mM

CIK 2.7mm
Na,HP O, 1.4 mM
EDTA0.2¢g
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PREPARACION DE REACTIVOS

TINCION GRAM:

Crsital violeta 204g Solucion A
Etanol 95% 20

Oxalato de amonio 08¢ Solucion B
Agus destilada 80 mL

Disolver 2 g. de Cristal violeta en 20 mL de etanol (Solucién A)
Disolver 0.8 g de oxalato de amonio en 80 mL de agua destilada (Solucion B)

Mezclar la solucion Ay B, guardar durante 24 horas y luego filtrar.

YODO GRAM (Lugol):

Yoduro de Potasio 2.0g
Yodo (cristales) 1.0g
Agua destilada 100 mL

Pesar los reactivos secos y disolverlos en agua destilada, depositar la solucién en frasco de

vidrio color ambar.

DECOLORANTE:

Acetona 50 mL
Alcohol de 95 % 50 mL

Mezclar la acetona con el alcohol y colocar en un frasco.

CONTRA COLOR:
Fuscina basica fenicada 0.5g
Alcohol de 95% 100 mL
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

CALDO TIOGLICOLATO

Tiolicolato (Difco) 299
Agua destilada 100 mL

El caldo tioglicolato fraccionado en tubo se lleva a bafio de agua hirviendo durante 10 minutos,

dejar enfriar: listo para la toma de muestra de bacterias anaerobias.

AGAR MITIS SALIVARIUS

Base Thayer Martin Agar para 250 mL

Agar Thayer Martin 9.75¢

Triptosa 25¢

Azul tripan 0.019¢

Cristal violeta 0.00002 g

Telurito de Potasio 0.025 mL (solucion de Chapman)

Se prepara los medios en agua destilada con los colorantes y autoclavar, luego a 572C agregar el

telurito de Potasio en condiciones esteriles.

AGAR SANGRE

Agar Thayer Martin ( Difco) 3.9¢
Agua destilada 100 mL
Sangre desfibrinada 5mL

Preparar el medio en agua destilada y autoclavar, luego agragar la sangre desfibrinada en

condiciones esteriles.
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AGAR CHOCOLATE

Agar nutritivo (Difco) 2.3 g
Agua destilada 100 mL
Sangre desfibrinada 5 mL

Preparar el medio en agua destilada y autoclavar, agragar la sangre desfibrinada y someter este agar
a una temperatura de 80°C, de esa forma la hemoglobina se transforma en metahemoglobina,

dandole el aspecto de chocolate.

SOLUCION FISIOLOGICA

Na Cl 0.9¢
Agua destilada 100 mL

Se preparo en un frasco esteril, se autoclavo y se alicuto en tubos esteriles.
ANEXO 5

Enjuague Retamox
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ANEXO 6

SIGNOS CLINICOS
GINGIVOPERIODNTALES

Leve +

Moderado++

Severo+++

Cambio de color

Aumento de volumen

Pérdida de textura

Agrandamiento gingival

Pérdida de bisel

Dolor

Ulceracién

Pérdida de funcién

Acumulacion de placa
bacteriana y célculo
supragingival.

Acumulacién de calculo
subgibgival

Formacion de bolsa o saco
periodontal falsa.

Formacion de bolsa o saco
periodontal verdadera.

Sangramiento

Edema y supuracion

Pérdida de insercion en
relacién a la unién cemento
—esmalte

Recesion del margen
gingival

Movilidad dentaria

Destruccién de hueso
alveolar

RX. Pérdida de hueso
alveolar

RX. Pérdida ésea horizontal

RX. Perdida 6sea vertical
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ANEXO 7

Estudio Microbioldgico

Examen en fresco: Muestra del surco gingival en solucion fisioldgica

Primera muestra Segunda muestra

+ ++ +++ + ++

+++

Espiroquetas

Tincion Gram. : Examen en fresco surco gingival.

Primera muestra Segunda muestra
+ ++ +++ + ++ +++
Fusobacterium spp
Streptococcus spp
Staphylococcus spp
Tincion gram: Muestra del surco gingival, incubado 48 horas en caldo tioglicolato.
Primera muestra Segunda muestra
+ ++ +++ + ++ +++

Fusobacterium spp

Streptococcus spp

Staphylococcus spp

Cultivo: Siembra de las muestras cultivadas en tioglicolato

155



Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Gabriela Paola Claros Romay

ANEXO 8

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

LaPaz..................

Sefior:

Presente.-

Uno de los problemas mas frecuentes en epocas actuales son las épocas actuales son las
afecciones bucales entre estas una de las frecuentes es la gingivitis/periodontitis, que es una
inflamacion a nivel de la encia o del soporte del diente causada por bacterias patogenas que

causan dafio a su encia y a su dentadura.

Ante esto la Universidad Mayor de San andres a traves del Instituto de Servicios de
Laboratorio en Salud y Diagnostico (SELADIS), han realizado esfuerzos para solucionar
este problema mediante la generacion de un producto natural que puedan ayudar a mejorar
el dafio causado por la enfermedad.

Para tal efecto, se ha dispuesto la ejecucion un protocolo de investigacion en el que se
administre el extracto de una planta en forma de enjuague bucal a diverdas personas que

cursen gingivitis.

Para observar los efectos terapeuticos, se tomaran muestras del surco gingival para
diagnostico microbiologico y estudio de parametros clinicos antes y despues de recibir el

enjuague bucal durante 7 dias.
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Producto estudiado: Es una planta usada en la medicina tradicional en el tratamiento de
procesos infecciosos gingivales y /o periodontales en forma de infusién para enjuagues,
por lo que se evaluo su actividad bactericida, demostrando su inocuidad y se concluyo que

no genera reacciones adversas o efectos no deseados, a la dosis y forma utilizada.

Con base en todo lo anterior, usted ha sido invitado a participar en este protocolo, en el
marco de lo anteriormente mencionado. Sin embargo usted no tiene ninguna obligacion de
aceptar su incorporacion ya que esta es enteramente voluntaria. En caso de que acepte, sera

necesario que usted siga tods las instrucciones que le dara su medico.

Todos los participantes recibiran de forma gratuita el enjuague bucal, el estudio

microbiologico no tendra costo.

Cualquier molestia sera atendida con el cuidado necesario para asegurar su bienestar.

Si usted tiene preguntas sobe este estudio, no dude en realizarlos al personal del grupos de
investigadores al Dr. Roger Carvajal (Cel........... ) o la Dra Gilda Menacho

(Cel........... ) 0 acudir a la Facultad de Odontologia area de Periodoncia.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido cuidadosamente la informacion en la seccion anterior y he tenido toda la
oprtunidad de hacer preguntas necesarias que me aclaren a conformidad sobre el estudio
propuesto. De manera libre manifiesto mi acuerdo para participar en este estudio, para lo

cual firmo al pie del original y copias que seran entregadas.

Firna y nombre del participante Fecha

Cl N2 de inclusion
Firma y nombre del medico Fecha
Responsable Grado academico
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	Se preparo en un frasco esteril, se autoclavo y se alicuto en tubos esteriles. 

