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RESUMEN

La enfermedad periodontal representa uno de los padecimientos bucodentales de mayor
prevalencia a nivel mundial. Los compuestos bioactivos de la flor de la jamaica (Hibiscus
Sabdariffa L.), han demostrado tener actividad antinflamatoria ademas de actividad
antimicrobiana contra diferentes cepas bacterianas como el Streptococcus mutans, y el
Streptococcus sanguis entre otros; atribuyéndose dichas propiedades a los compuestos
bioactivos de la flor de la jamaica. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
antiinflamatorio del &cido hibiscus obtenido de la flor de la jamaica, en un modelo de
periodontitis inducida en ratas Wistar. La induccion de la periodontitis se realizé mediante
la colocacion de una ligadura entre los incisivos inferiores seguida de la inoculacion de
lipopolisacarido de Porphyromona gingivalis en la encia de las ratas. Con este modelo, se
indujo una periodontitis grado 3, posteriormente se aplico el tratamiento durante 15 dias
con acido hibiscus en gel al 2% y al 4% y se compard con la terapéutica con clorhexidina
en gel al 2%. Después de los 15 dias de tratamiento, en el grupo con acido hibiscus se
observo una disminucion del edema en las encias generado por la periodontitis,
acomparfiada de una reduccion en la profundidad del surco. Este efecto antiinflamatorio se
corrobord con el analisis histologico de las encias en donde se observé la reinsercion del
epitelio de unién en la zona cervical del diente, y de esta manera se limito la pérdida
vertical en las zonas de lesion periodontal. Estos resultados sugieren que el acido hibiscus
puede ser una alternativa de tratamiento natural no quirdrgico para controlar el dafio

generado en la encia por la periodontitis.

Palabras clave:
Acido hibiscus, efecto antiinflamatorio, jamaica, periodontitis.



ABSTRACT

Periodontal disease represents one of the most prevalent oral diseases worldwide. The
bioactive compounds of the hibiscus flower (Hibiscus Sabdariffa L.) have shown to have
anti-inflammatory activity as well as antimicrobial activity against different bacterial strains
such as Streptococcus mutans, and Streptococcus sanguis among others; These properties
are attributed to the bioactive compounds of the hibiscus flower. The objective of the
present study was to evaluate the anti-inflammatory effect of hibiscus acid obtained from
hibiscus flower, in a model of induced periodontitis in Wistar rats. Induction of
periodontitis was performed by placing a ligation between the lower incisors followed by
inoculation of Porphyromona gingivalis lipopolysaccharide into the gingiva of rats. With
this model, a grade 3 periodontitis was induced, subsequently the treatment was applied for
15 days with hibiscus acid gel at 2% and 4% and it was compared with the therapy with
chlorhexidine gel at 2%. After 15 days of treatment, in the group with hibiscus acid, a
decrease in edema in the gums generated by periodontitis was observed, accompanied by a
reduction in the depth of the sulcus. This anti-inflammatory effect was corroborated with
the histological analysis of the gums, where the reinsertion of the junctional epithelium in
the cervical area of the tooth was observed, thus limiting the vertical loss in the periodontal
lesion areas. These results suggest that hibiscus acid may be a non-surgical natural

treatment alternative to control gum damage caused by periodontitis.

Keywords:

Hibiscus acid, anti-inflammatory effect, jamaica, periodontitis



INTRODUCCION

Los procesos inflamatorios de las encias son uno de los principales motivos por los cuales
los pacientes acuden a revision odontoldgica, este problema es mejor conocido como
gingivitis y se atribuye a un desbalance en el microbioma intraoral (1), acompafiado de un
déficit de higiene. Es importante controlar y evitar que se desarrolle una inflamacién de
tipo cronica, dando pie a que aparezca la enfermedad periodontal (2,3), afeccidon que esta
directamente relacionada con algunas complicaciones importantes como la pérdida de los
tejidos de soporte del diente, especificamente la insercion de la encia, el ligamento
periodontal, el cemento y el hueso (3) este padecimiento es la principal causa de la pérdida
de oOrganos dentales a edades tempranas por lo cual los pacientes debe someterse a
procedimientos terapéuticos, quirdrgicos e invasivos para tratar de detener el dafio gradual

de sus tejidos. (4)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la enfermedad periodontal como
una de las 5 principales enfermedades bucodentales a nivel mundial (5,6) motivo por el
cual es importante investigar alternativas terapéuticas, ya que se estima que en algln
momento de la vida un individuo puede presentar gingivitis (7) y de no ser atendido
oportunamente puede evolucionar y desarrollar la enfermedad periodontal. (8) La
prevencion nos ayuda a limitar las posibilidades de presentar esta enfermedad, por ello,
siempre se recomienda atender los primeros signos y sintomas, como parte del control
terapéutico. Para revertir el proceso inflamatorio ocasionado por la biopelicula (9,10) se
utilizan algunas soluciones desinfectantes en las zonas de la encia afectadas, tales como
clorhexidina, triclosan, yodopovidona, principalmente, sin embargo no puede ser utilizados
por tiempo prolongado ya que se ha evidenciado su efecto citotdxico ademas de que el uso
prolongado puede pigmentar los dientes. (11,12)

Por tal motivo, en este estudio se propone encontrar una alternativa terapéutica para el
tratamiento no quirdrgico de la periodontitis; la flor de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),
la cual ha demostrado tener diversos efectos benéficos para la salud, que incluyen
actividades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensiva e

hipoglucemiante, entre otras. (13-17) Las propiedades de los extractos de Hibiscus

1



sabdariffa L. son atribuidas a sus compuestos organicos, antocianinas, polisacéaridos y
flavonoides y dentro de sus compuestos organicos se encuentra el acido hibiscus,
compuesto que tiene propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias (18-23), por lo cual
proponemos que ayudara a revertir los efectos producidos por la periodontitis inducida en

un modelo inducido en ratas Wistar.

El presente estudio fue planteado para evaluar el efecto del acido hibiscus en la induccion
de la periodontitis en ratas Wistar. Para su desarrollo y presentacion esta investigacion se
dividié en secciones. En la seccidon 1 se refieren conceptos tedricos relacionados con la
enfermedad periodontal y las propiedades de la flor de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),
y del &cido hibiscus. En la seccion 2 se plantea la justificacion, hipotesis, objetivos,
material y métodos desarrollados en este trabajo. En la seccién 3 se describen los
resultados, discusion y conclusiones. Por Gltimo, se encuentra el listado de referencias que

dan soporte tedrico a esta tesis.



I. GENERALIDADES

1.1 Periodonto

El periodonto es considerado como la unidad biofuncional dentro de la cavidad oral
conformada por los tejidos que rodean y dan soporte a los dientes, dentro de sus funciones
principales se encuentran el anclaje para mantener los dientes en un sitio especifico,
mantener la integridad de la mucosa masticatoria, la amortiguacion de las fuerzas
masticatorias, la proteccion contra el medio externo, también representa una parte
importante de las terminaciones de irrigacion vascular y nerviosas que esta sujeta al cambio
a lo largo de la vida; estas funciones son llevadas a cabo a través de estructuras
especializadas como: la encia, el cemento, el ligamento periodontal, y el hueso alveolar.
(24,25)

1.1.2 Encia

La encia representa la unidad funcional primordial del periodonto; es la porcién de la
mucosa masticatoria que recubre los procesos alveolares y la porcion cervical de los
dientes, histolégicamente esta formada por tejido conectivo denso, altamente vascularizado,
cubierto por epitelio escamoso estratificado y un tejido subyacente denominado lamina
propia. (24,25)
Anatomicamente se divide en:
a) Encia marginal: sigue el patrén establecido por el contorno de la uniéon con el
esmalte de los dientes.
b) Encia adherida: es firme, resistente y estd firmemente unida al periostio subyacente
del hueso alveolar.
c) Encia interdental: ocupa el espacio interproximal debajo del area de contacto del

diente.

Cada uno de estos subtipos de encia tienen diferencias histolégicas de acuerdo a la zona
anatomica donde se ubican (Figura 1), debido a que la funcion primordial de la encia es
proteger al diente de la interaccion de la masticacion con el medio ambiente y de la

agresion de agentes patdgenos en el medio interno. (26,27)



Figura 1. Caracteristicas clinicas de una encia sana. Carranza y cols. 2014 (26)

Existen ciertas caracteristicas macroscopicas que nos ayudan a determinar el estado de
salud de los tejidos periodontales; en el caso de la encia, el color varia de rosa pélido a
coral, esta variacion esta relacionada con el grado de vascularizacion, queratinizacion y
espesor del epitelio, la textura debe presentar un puntilleo similar a una cascara de naranja,

lo cual es signo de salud y de consistencia firme y resilente. (27)

1.1.3 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es una estructura conformada por tejido conectivo fibroso y
vascularizado, localizado en el espacio periodontal, est4 constituido principalmente por:

a) Fibras: Su funcidn principal es la unién del diente con el proceso alveolar entre ellas
se encuentran fibras de: colagena, reticulares, elasticas, oxitalanicas y de elaunina,
las cuales estan distribuidas en diferentes direcciones en la periferia del 6rgano
dental con el objetivo de distribuir las fuerzas de la masticacion. (28)

b) Sustancia fundamental: Esta compuesta principalmente por acido hialurénico,
condroitin 4-sulfato, condroitin 6-sulfato, dermatan sulfato y heparan sulfato.
(25,27)

c) Células: Se encuentran fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos, ademas de
células resortivas como: osteoclastos y cementoclastos, células defensivas como:
macréfagos, mastocitos y eosinofilos, células o restos epiteliales de Malassez y

células mesenquimatosas indiferenciadas; por el contenido celular especializado con
4



el que cuenta, participa activamente en el metabolismo dseo y tiene un papel muy

importante en los procesos del movimiento dental. (25,27)

1.1.4 Cemento

El cemento es un tejido mineralizado especializado, no vascularizado; su funcion principal
es el anclaje de las fibras del ligamento periodontal al hueso alveolar, recubre y protege la
superficie radicular de los dientes desde la zona apical hasta la region cervical y puede
extenderse sobre el esmalte dental, se caracteriza por que no tiene la capacidad de ser
remodelado y es por lo general més resistente a la resorcion que el hueso. EI cemento esta
formado por elementos celulares como los cementoblastos y los cementocitos y por
una matriz extracelular calcificada. Son células fenotipicamente diferentes de las células
Oseas. (25,28)

1.1.5 Hueso alveolar

Es la estructura de sostén que tiene en su interior espacios llamados alvéolos donde se
alojan los 6rganos dentarios y cuenta con una serie de conexiones, a través de las cuales
pasan los vasos sanguineos, nervios y vasos linfaticos, de acuerdo a la zona especifica

donde se encuentre el hueso tiene diferentes caracteristicas (28):

a) En el alvéolo: En esta capa compacta se distingue una zona 6sea laminar, donde se
insertan las fibras de Sharpey y recibe el nombre de hueso de insercién. El resto del
tejido 6seo se denominahueso de sostén. También se le denomina lamina
cribosa o placa cribiforme debido a los orificios de los conductos de VVolkmann, por
donde entran y salen los vasos sanguineos del hueso.

b) En el periostio: La capa externa compacta cortical es de origen peridstico, mientras
que la zona interna es de origen medular.

c) Tejido 6seo compacto: Constituido por los sistemas de Havers, se localiza en las
capas corticales.

d) Tejido 6seo esponjoso o medular: Constituido por trabéculas, espiculas y espacios

medidores, se localiza en los tabiques alveolares.



Celularmente el hueso alveolar se compone de:

a) Osteoblastos: Son células formadoras de hueso que revisten el tejido 0seo que se
estd formando como una capa epitelio, dejando entre ésta y el hueso un area de
matriz no mineralizada llamada tejido osteoide.

b) Osteocitos: Emiten multiples prolongaciones que contactan con las de otros
osteocitos a través de unos conductos calcoforos que permiten constituir un sistema
canalicular o sistema de microcirculacion dsea.

c) Osteoclastos: Células gigantes multinucleadas destructoras de hueso.

1.2 Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es una enfermedades inflamatoria e infecciosa propia de la
encia y su evolucién crénica que se caracteriza por la destruccién del periodonto o tejidos
de soporte (hueso alveolar, ligamento periodontal, cemento, entre otros); por lo general su
evolucion es lenta y progresiva, inicia por un proceso inflamatorio en la encia caracterizado
por la presencia de sangrado llamado gingivitis, si este proceso inflamatorio no es
controlado, genera a largo plazo una periodontitis en donde ademas del sangrado de encias,
clinicamente se observa una recesion gingival a causa de la pérdida de elementos
importantes para la insercion y soporte epitelial como es la coladgena y la fenestracion oOsea.
(28)

1.2.1 Etiologia y clasificacion

La enfermedad periodontal es de origen multifactorial en donde la interaccion de las
condiciones de equilibrio periodontal del huésped, con la patogenicidad del microbioma
oral, la dieta, el tiempo, el control mecanico de la biopelicula, y aspectos del medio
ambiente, propician las condiciones ideales para la aparicion de dicha afeccién. (7) Se
consideran responsables del dafio periodontal a las bacterias anaerobias: Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotellas, Bacteroides forsythus,
Eikenella, y Capnocytophaga; las cuales se encuentran fuertemente asociadas a los

diferentes tipos de periodontitis, aunque existen otros microorganismos relacionados con



menor frecuencia, los cuales también aparecen en las diversas formas de enfermedad

periodontal. (29)

Recientemente, en 2018, la Asociacion Americana de Periodontologia (AAP) y la
Federacion Europea de Periodontologia dieron a conocer una nueva clasificacion para
enfermedad periodontal, donde consideran nuevamente los criterios descriptivos para poder
establecer una herramienta adecuada de identificacion de dicho padecimiento, incluyendo

principalmente tres tipos de enfermedad periodontal. (30)

1. Launificacion del tipo de periodontitis (anteriormente cronica y agresiva).

2. Periodontitis asociada a condiciones sistémicas.

3. Periodontitis necrotizante.
Asimismo, en el instrumento diagnostico se introduce el término de estadificacion (Tablal)
y graduacion de severidad (Tabla 2), en donde el estadio se refiere a las fases de progresion
de la enfermedad periodontal y clinicamente describe la extensién de una lesién. Y la
graduacion determina el grado de progresion de la periodontitis. (31)
Dado que en la actualidad los avances en materiales dentales han logrado que las
rehabilitaciones orales sean posibles gracias a los sustitutos biocompatibles (implantes), la
nueva clasificacion establece el estado de salud del sustituto en relacion al periodonto e
introducen términos diagnosticos para valorar el estado de salud peri-implantar, y sus

equivalentes (mucositis peri-implantar y peri-implantitis). (32)



Tabla 1. Estratificacion de los estadios de la periodontitis segun la clasificacion de
American Academy of Periodontology and European Federation of Periodontology en 2018. (31)

Estadio de Periodontitis Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV
Perdida de la 1-2mm 4-3mm >5mm >5mm
insercion del
epitelio de unién
Severidad interproximal
Valoracion de la Tercio coronal Tercio coronal Extensién del tercio medio al Extension del tercio medio al
pérdida 6sea <15% 15%-33% tercio apical de la raiz tercio apical de la raiz
Radiografica
No hay perdida dental Perdida a causa de periodontitis Perdida a causa de periodontitis
Dientes perdidos <4dientes <5dientes
profundidad de Profundidad de complejidad Il Complejidad 111
sondeo maxima sondeo maxima profundidad de sondeo > 6mm Necesita rehabilitacion a causa
<4mm <5mm pérdida ésea vertical de disfuncién masticatoria
mayormente mayormente >3mm secundaria a trauma oclusal
Complejidad Local pérdida 0sea pérdida 6sea lesion en furca clase Il o llI Grado de movildad dental
horizontal horizontal moderado defecto de cresta >2mm
moderado Perdida de la dimension vertical
Extensién y Descripcioén del Descriptor de la extension de la lesion localizada en el rango de incisivos hasta molares
distribucion estadio



Tabla 2. Grado de severidad de Periodontitis segun la Clasificacion 2018 American
Academy of Periodontology and European Federation of Periodontology. (31)

Grado de periodontitis

Grado A:

Nivel bajo de
progresion

Grado B:
Nivel Moderado

De progresién

Grado C:

Nivel rapido de
progresion

Evidencia Longitud de Evidencia
directa de perdida nula de
progresién radiografica pérdida desde <2MmMmésde5  >2mm mas de 5 afios
L hace 5 afios afios
Criterios
primarios Evidencia % perdida
indirecta de
de hueso/afios <0.025 0.25-1.0 >1.0
progresion
Fenotipo Alto nivel de Destruccion con Destruccion excesiva
biofilm con acumulacion de
pocos nivel de biofilm Acumulacion excesiva
destruccién de depositos de biofilm
Patrén de progresion
rapida de avance de la
enfermedad
Grado de Factores Fumadores No fumadores Consumo de <7 Consumo de >10
modificaciones de riesgo cigarros al dia cigarros al dia
Diabetes Normo Hemoglobina Hemoglobina
glicémicos glucosilada glucosilada >7.0% en
<7.0% en pacientes con diabetes
/diagnéstico pacientes con
de no diabetes
diabéticos



1.2.2 Microbioma patdgeno en la enfermedad periodontal

Se ha determinado que el origen étnico y la genética juegan un papel muy importante en el
desarrollo de la enfermedad periodontal y probablemente estén relacionados con el

microbioma oral. (33)

Respecto al origen étnico se han aislado diferentes cepas de A. actinomycetemcomitans en
distintas regiones geograficas, mientras que P. gingivalis y Peptostreptococcus anaerobius
se han asociado a pacientes afroamericanos con periodontitis, en caucasicos F. nucleatum
es la especie méas frecuente; en latinos, asi como en asiaticos y americanos se ha aislado
més de un periodontopatdgenos, entre ellos P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola. La
biopelicula tiene cambios con la edad del huesped y se ha demostrado que cepas de P.
gingivalis parecen aumentar con la edad. En otro contexto, algunos estados fisioldgicos
temporales como el incremento de hormonas en el embarazo favorecen la predisposicion a
la presencia de ciertas especies de periodontopatdgenos como P. gingivalis y P. intermedia.
(33,34) Se ha demostrado que algunos factores detonantes de la enfermedad periodontal
son el mal control de las técnicas de higiene y la acumulacién de biopelicula, la raza, la
edad, el sexo, el tabaquismo y las condiciones sistémicas comprometidas como la diabetes
mellitus e hipertension y obesidad. (35)

1.2.3 Epidemiologia de la periodontitis

Reportes de la OMS, aseguran que a nivel mundial aproximadamente 3,580 millones de
personas en algun momento de su vida, presentaran algun tipo de afeccidn periodontal, ya
que este padecimiento se encuentra dentro de las 5 afecciones bucodentales mas comunes.
(36) La Academia Americana de Periodoncia (AAP) reporta-hasta un 70% de incidencia de

enfermedad periodontal presente en adultos mayores de 65 afios en adelante. (37)

En Hidalgo, se ha reportado que un 80% de la poblacién adulta mayor de 60% ha perdido
piezas dentales a causa de enfermedad periodontal resultante de compromiso sistémico
(diabetes mellitus). (38)
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En Meéxico se han realizado estudios que aseguran que la frecuencia de padecer
enfermedades periodontales es mayor en los sujetos de 40 a 80 afios, del 70 al 90% de dicha
poblacion presenta periodontitis, los hombres presentan cuadros de periodontitis cronica
avanzada y dicho padecimiento estd directamente correlacionado con la situacion

econdmica del individuo. (39,40)

1.2.4 Mecanismo celular de la inflamacion

La inflamacion se define como la respuesta en cadena, donde ciertos sensores
especializados son activados ante el dafio generado a las células a causa de algun agente
externo de origen bioldgico, quimico, fisico 0 mecanico, que altera el estado funcional,
dependiendo del nivel en el que se encuentre la lesion (células, tejidos u 6rganos), y a
través de mediadores quimicos especializados que activan el sistema inmunolégico, el cual

emite una respuesta con actividad reparadora ante tal defecto (Figura 2). (41)

Los signos clinicos caracteristicos del proceso inflamatorio se han descrito desde la
antigiedad como rubor, tumor, coloracion y dolor en la zona dafiada. (42) En la

inflamacidn los cambios fisiopatologicos mas sobresalientes son:

a) Cambios vasculares: En el proceso inflamatorio los vasos sanguineos sufren cambios
importantes en el flujo y calibre que posibilitan y maximizan la salida de proteinas y células
plasmaéticas desde la circulacion hacia el foco inflamatorio. Uno de los primeros cambios
vasculares es la vasodilatacion, inducida por la histamina, producida por las células cebadas
y el &cido nitrico, que actua-sobre el musculo liso vascular, dilatandose, con el consiguiente
aumento de la permeabilidad microvascular, resultado de la combinacion del aumento de la
presion hidrostatica y la disminucion de la presion osmatica, lo que lleva a la salida de
liquidos del espacio intravascular al extravascular con la formacion de edema. (42)

Estos cambios tienen como consecuencia la disminucion de la velocidad sanguinea, que,
sumada a la pérdida de liquido intravascular, concentracion de hematies y aumento de la
viscosidad de la sangre, da como resultado la estasis venosa, la cual es responsable de la
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marginacion de los leucocitos, los cuales en condiciones normales circulan por el centro de

los vasos. (42)
Simultdneamente se producen:

b) Cambios celulares: Los leucocitos deben viajar desde la luz de los vasos sanguineos al
sitio de la lesion y ejecutar ahi sus funciones de defensa, es decir, fagocitar al agente
patdgeno. A este proceso se le denomina extravasacion y consta de tres etapas:
Marginacion, rodadura y adhesion al endotelio, diapédesis y migracion a los tejidos
intersticiales. Para que los leucocitos migran a través de las uniones inter endoteliales hacia
el sitio de la lesion siguen el curso de una locomocion orientada por un gradiente quimico,
gue es la quimiotaxis; los leucocitos se dirigen a esa zona, gracias a los agentes

guimiotacticos, los cuales a su vez causan la activacién leucocitaria. (43)

Los leucocitos activados cumpliran su funcion principal, eliminar al agente agresor del
foco inflamatorio mediante la fagocitosis, que se dara en tres etapas, el reconocimiento y
unién de particulas, interiorizacion con formaciéon de vacuola fagocitica, y muerte o
degradacion del material patdgeno ingerido. (43) La inflamacion es una reaccion rapida,
por lo cual su cese también es rapido cuando el agente lesivo es eliminado y los
mecanismos antiinflamatorios finalizan el proceso, se reabsorbe totalmente el exudado y se
regeneran los tejidos destruidos. Este proceso dependera del grado de respuesta de cada
organismo a los mediadores quimicos, y se podran evidenciar tres posibles resultados del
mismo, (resolucion completa, curacion por reemplazo de tejido conectivo es decir

generacion de una fibrosis, o progresion a una inflamacion cronica. (42,43)

En la inflamacion cronica las caracteristicas mas importantes son:

La actividad celular compuesta por macrofagos, linfocitos, células plasmaticas y una
importante destruccién tisular y la formacion de tejido fibroso y angiogénesis (proliferacion
de pequefios vasos sanguineos), prevalece sobre exudado de liquidos. (42) Los macréfagos
son derivados de los monocitos del torrente sanguineo, los cuales, al igual que los
neutrdfilos en la inflamacion aguda, son inducidos a migrar de la luz de los vasos hasta el

foco de la inflamacién, por accién de los factores quimiotacticos. Estos macréfagos se
12



activan gracias a citocinas producidas por las células T o por otros factores de origen no
inmunitario. Este grupo celular sera el de acumulacion mas persistente en la inflamacion
cronica. Otras células que interfieren en este cuadro inflamatorio son los linfocitos y los
eosinofilos. Las células cebadas estan distribuidas por los tejidos conjuntivos y estan
presentes tanto en inflamacion aguda como en la cronica. Una forma especifica de
inflamacién cronica es la inflamacion granulomatosa, como reaccién inflamatoria

distintiva, la cual consiste en la presencia de granulomas. (42)

Los granulomas son focos microscOpicos que se caracterizan por la presencia de agregados
de macrofagos transformados en células epiteliales, que se refleja por un aplanamiento
celular ademas de aumento de volumen, y a su vez estas celulas epiteliales estan rodeadas
por un collar de leucocitos mononucleares. Entre las causas para que se desencadene este
tipo de inflamacion, podemos mencionar causas bacterianas, como en el caso de
tuberculosis y lepra, parasitarias, micoticas, por metales pesados, por presencia de cuerpos

extrafios, y por causas desconocidas. (41-43)
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Figura 2. Mecanismo de inflamacion. Kumar y cols 2012. (43) En el esquema se precia
la activacion de un proceso inflamatorio el cual comienza en respuesta a una lesion en el
organismo, existen algunos compuestos quimicos que, al ser liberados por el tejido dafiado,
activan al sistema de defensa a traves de receptores especificos los cuales inician el
mecanismo de reparacion del dafio.
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1.2.5 La inflamacion en la gingivitis

La inflamacion en la gingivitis inicia cuando las bacterias patdgenas entran en contacto con
las células del epitelio del surco, células del epitelio de union que producen defensinas y
citoquinas pro-inflamatorias. (44) Las defensinas son péptidos antimicrobianos que dafian
la superficie de las bacterias, permitiendo su eliminacion y son de gran importancia para la
produccion de IL-1 y TNFa que generan cambios vasculares, incrementa el calibre de los

vasos sanguineos e inducen la expresion de proteinas de adhesion celular Figura 3. (44,45)

Figura 3. Gingivitis. En esta imagen se precia una arquitectura irregular en la morfologia
de la papila interdental, el enrojecimiento y sangrado de la zona causado por la gingivitis.
(25)

Adicionalmente, producen IL-8, una citoquina con actividad quimiotactica para los
polimorfo nucleares y estos van a la zona de crecimiento bacteriano, salen del vaso
sanguineo y se acumulan en el tejido conectivo adyacente al surco del epitelio de union,
liberando consigo reactivos del oxigeno y enzimas como catepsina G, lactoferrina,
defensinas, mieloperoxidasa, metaloproteinasas (MMP-8) y proteasas séricas; el agente
infeccioso es controlado en la mayoria de casos, el estimulo disminuye y se establece un
balance de la respuesta inmune. (44,45) En una lesion “estable”, es decir, gingivitis 0 un
periodonto en donde hay inflamacion muy ligera, la respuesta inmune es principalmente del
tipo innata y por linfocitos T CD4 del perfil Thl (T helper). Este perfil de linfocitos
produce TNF e IL-2, y esto favorece una fuerte respuesta de macr6fagos y PMNs vy
produccion de anticuerpos tipo IgG, el objetivo es ayudar a resolver el proceso
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inflamatorio, la respuesta innata es fundamental para mantener la salud periodontal. Los
linfocitos T CD4 producen citoquinas (IFNy, IL-2) que promueven mejor actividad de
macrofagos y co-estimulan a los linfocitos B a producir anticuerpos tipo IgG e IgA
neutralizantes; el resultado es una respuesta inmune que controla los microorganismos que
se estan acumulando en el surco periodontal, de forma silenciosa y sin expresar signos

clinicos inflamatorios evidentes a simple vista. (44-46)

1.2.6 Proceso inflamatorio en la periodontitis

En la periodontitis clinicamente se puede observar la formacion de la bolsa periodontal
debido a la pérdida de la insercion del epitelio de union y pérdida 0sea, esta lesion presenta
caracteristicas inmunoldgicas de una respuesta inmune innata disminuida, con presencia de
abundantes plasmocitos (50%) y linfocitos T CD4 del perfil (T helper) Th2, los cuales
producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, favoreciendo la produccion de 19G4, IgE y la supresion
de los macrofagos, un paciente con periodontitis puede tener grandes cantidades de
linfocitos B productores de anticuerpos, solo que estos no brindan proteccion ni
neutralizaciéon del agente infeccioso, una lesién periodontal avanzada presenta todos los
indicadores de una respuesta inmune activa frente a la placa bacteriana; si bien los
linfocitos B dominan la lesién, no brindan proteccion en algunos pacientes y ocurre pérdida

de insercion Figura 4. (46)

Figura 4. Periodontitis grado 4. En esta imagen se observa la destruccion de la insercion
de epitelio de unién a causa de la periodontitis, por lo cual las raices de los dientes pierden
la proteccion de la encia y se encuentran expuestas, lo cual las hace susceptibles de otras
patologias. (25)



Existen varios eventos celulares y moleculares que determinan que ocurra la pérdida de
insercion; cuando la respuesta inmune no es capaz de eliminar el agente infeccioso, el
proceso inflamatorio se wvuelve cronico; con esto, la produccion de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B, TNFa), continia por largos periodos de tiempo y pasando
desapercibida por el sujeto. Esto genera un gradiente progresivo que se distribuye
inicialmente en el tejido conectivo subyacente al epitelio de unién y luego progresa hacia
apical hasta la insercién de tejido conectivo y hueso alveolar. A medida que siguen
Ilegando células como monocitos y linfocitos T CD4, se van estableciendo en estas zonas;
los monocitos, macrofagos y fibroblastos gingivales son estimulados por estas citoquinas
para producir ain mas IL-1B y TNFa. Por otra parte, los linfocitos T CD4 expresan y
producen RANK-L, una citoquina determinante en la activacion de osteoclastos junto con
IL-1B y TNFa, pero los monocitos y macrofagos no solo producen citoquinas, también
producen metaloproteinasas MMP-2, MMP-3 y MMP-9, mientras que los fibroblastos
gingivales producen principalmente MMP-1. (46)

Estas enzimas y otras, producidas dentro del tejido conectivo por las células inflamatorias,
permiten la degradacidn de las fibras colagenas y por ende, la insercion de tejido conectivo;
de forma paralela, se estd produciendo localmente en la zona cercana a la cresta 0sea, IL-
1B, TNFa y RANK-L: adicionalmente se ha reportado que los linfocitos B pueden ser una
fuente importante de IL-1B. (45) Esta cascada de mediadores moleculares favorece la
activacion de osteoclastos y permite la pérdida 6sea, al quedar sin soporte periodontal, el
epitelio de union migra de forma patoldgica en sentido apical, presentandose clinicamente
como la bolsa periodontal. El epitelio de unidn, que antes servia de mecanismo de defensa,
ahora se encuentra ulcerado y con poca resistencia a la penetracion de factores de virulencia

y en menor frecuencia, microorganismos hacia el tejido conectivo. (46)

1.2.7 Terapeutica no quirurgica de la periodontitis

La terapéutica no quirurgica empleada en la enfermedad periodontal siempre va

encaminada al control del microbioma oral, por medio de:
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Fase 1: Concientizacion del paciente, control mecéanico de la biopelicula (técnica de
cepillado), eliminacién de factor de riesgo como tabaquismo, control dietético, control de
afeccion sistemica en caso de presentarla, eliminacion de bolsas periodontales, calculo
dental supragingival por medio de una profilaxis, se pueden utilizar sustancias quimicas

para el control de los niveles de microbioma oral. (47,48)

Fase 2: Curetaje cerrado raspado y alisado de las superficies expuestas a causa de la pérdida
de insercidn de tejido gingival, con el objetivo de que no exista resistencia mecanica sobre
las superficies y de esta manera la biopelicula pueda ser controlada. (47)

Fase 3: Curetaje abierto: microcirugia en las zonas donde existe mayor deterioro
periodontal y donde es posible localizar calculo dental en las zonas infra gingivales, el
objetivo es eliminar el factor mecanico detonante de abscesos periodontales, alisar la
superficie dafiada infra gingival, con el objetivo de mejorar la calidad de los tejidos internos

de soporte. (47)

Actualmente se utiliza aparatologia ultrasénica con el objetivo de adicionar a esta terapia
mecanica, la desinfeccion por medio de soluciones desinfectantes como la clorhexidina en

diferentes concentraciones para un control quimico de la biopelicula. (48)

La povidona yodada o polivinilpirrolidona yodada ha sido utilizada como antiséptico
subgingival, entre otros, se utiliza en 2 concentraciones distintas; al 1% como solucion
irrigadora del aparato ultrasonico, con el que se realiza la instrumentacion mecanica, o al

10% para irrigacion subgingival en un tiempo de exposicion de 5 minutos. (48)

La clorhexidina, tiene efectos bactericidas, para tener alguna eficacia a nivel subgingival, la
concentracion ideal es del 1 al 2%, y en un tiempo de exposicion de 10 minutos; esto se
debe a que tiene menos adherencia a la superficie radicular, y es neutralizada rapidamente
por las proteinas séricas y abundantes en esta zona subgingival, y por las que esta sustancia
tiene mucha afinidad. Cuando el paciente tiene que utilizar esta solucion la concentracion

cambia y suele utilizarse topicamente al 0.12% (15 cc durante 60 seg) o al 0.2% (10 cc
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durante 30 seg), con similares resultados, disminuyendo el indice, la biopelicula y el indice
de sangrado. El antiséptico mas utilizado, quiza por su eficacia y economia, para este fin es
el hipoclorito sédico, a una concentracion del 0.1% en la terapéutica suelen mezclarlo con
alguna infusion herbolaria para mejorar el sabor, el tiempo recomendado de exposicion del

producto es de 1 minuto durante 30 dias o hasta ver efectos en la reparacion tisular. (47,48)

1.2.8 Terapias alternativas para el control de la enfermedad periodontal

La medicina herbolaria es la forma mas antigua de la cual se tiene registro para la atencion

de diversas enfermedades a nivel mundial. (49)

En México existe una diversidad muy grande de plantas catalogadas de tipo medicinal y
que en la actualidad su terapéutica sigue siendo utilizada, algunas organizaciones
reconocidas internacionalmente, aprueba la atencion de enfermedades con esta terapéutica
alternativa, ya que en algunos paises en vias de desarrollo no han logrado establecer buenos
programas de atencion de salud publica y ante la evidencia cientifica de los beneficios de
utilizar la medicina herbolaria aprueban el uso y manejo de plantas y extractos por su valor

terapéutico. (49)

En el campo de la odontologia algunos medicamentos estan hechos a base de concentrados
herbolarios por su gran capacidad de accion, como es el caso del eugenol que esta hecho a
base de extracto de clavo el cual tiene efectos sedantes, antisépticos y quelantes. En el
intento de buscar cada vez mejores materiales para la atencion odontologica se ha puesto
gran interés por los compuestos naturales y se ha logrado evidenciar los efectos
terapéuticos de los mismos, de tal forma que se han propuesto nuevas alternativas de
tratamiento para las principales afecciones mas comunes incluida la enfermedad
periodontal. (50)

Para ello se han utilizado de manera popular y por mucho tiempo algunas raices, plantas y
cortezas para reducir el problema, y la terapéutica empleada ha sido a través de infusiones,

enjuagues, extractos o masticando directamente la raiz o corteza; para ejemplificar esto,
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uno de los signos caracteristicos de la gingivitis es el sangrado y dolor de las encias para lo
cual se han utilizado plantas como Caléndula, Equindcea purpurea, Manzanilla,
Cocolmeca, Arayan, Capulin, Sanguinaria mexicana, Aloe, Propoleo; sin embargo si el
problema periodontal es mas grande como en los estadios de periodontitis crénica algunos
otros signos clinicos es la movilidad dental y para aminorar estos efectos se han utilizado
Encino, Palo de pulque, Acacia, Nance agrio, Cabello de angel, Pata de ledn, Tepehuaje,
Hierbabuena, Palo de aguacate. (49) EI efecto astringente, antiséptico, antiinflamatorio,
hemostatico, sedante, antibacterial entre otros que ofrecen, logran generar una mejoria
notable en los tejidos periodontales, de ahi la necesidad de utilizarlos como un recurso
terapéutico, sin embargo, al no tener evidencia suficiente de la concentracion el tiempo de
uso y la forma de aplicacion de cada uno de ellos para lograr el efecto generan la necesidad

de investigar cada vez mas y a profundidad la utilizacion de los mismos. (49,50)

2. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

2.1 Jamaica Hibiscus sabdariffa L.

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.); conocida como hibisco, pertenece a la familia de las
malvéceas y es originaria de Africa tropical, aunque, su cultivo se extiende por México,
América Central y del Sur y Sudeste Asiatico, algunas regiones de México, particularmente
Guerrero y Oaxaca, son los principales productores con el 85% de la produccién nacional.
Las flores o calices se han utilizado como alimento ya sea para bebidas frias o calientes,
como agente saborizante en la industria de los alimentos y como tratamiento herbal por
parte de la medicina popular por lo que es ampliamente utilizada entre la poblacion en

general. (51)

Figura 5. Flor de la jamaica Hibiscus sabdariffa L. (50)
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Los principales componentes de Hibiscus sabdariffa L. en el contexto de sus propiedades
farmacoldgicas son &cidos orgénicos, antocianinas, polisacaridos y flavonoides, las flores o
calices carnosos y de color rojo intenso (Figura 5), presentan altas concentraciones del
acido L-ascorbico, acido araquidico, &cido citrico, acido hidroxicitrico, acido estearico y
acido malico, ademas de pectinas, fitoesteroles y polifenoles. Adicionalmente, se han
investigado diferentes componentes de la planta en el manejo de diversas afecciones (52);
ya que cuenta con propiedades antioxidantes, antidepresivas, diuréticas, hepatoprotectoras
(53), antihipertensivas (54), cardioprotectoras, hipo-lipidémicas (55), hipoglucemiantes

(56), antiinflamatorias y antibacterianas. (57)

Dentro de los principales componentes organicos de la jamaica, encontramos al acido
citrico y al acido hibiscus los cuales, por su estructura molecular sugieren poseer actividad

antiinflamatoria. (57)

Acido hibiscus: molecularmente es la forma de lactona de (+) - 4cido alo-hidroxicitrico. Es
muy parecido del &cido citrico con un grupo hidroxilo adicional en el segundo carbono y
tiene dos diasteredbmeros debido a la existencia de dos centros quirales del &cido
hidroxicitrico, acido hibiscus y sus derivados como acidos organicos principales en los

extractos de las hojas y los célices de Hibiscus sabdariffa L. (57)

HO
HO »>—oO

Figura 6. Estructura molecular de acido hibiscus. (18)
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2.1.2 Actividad bacteriostatica y bactericida del extracto etanolico de la flor de la
jamaica Hibiscus sabdariffa L.

Estudios previos han evidenciado los efectos benéficos para la salud que tiene la flor de
jamaica. Se ha demostrado que los extractos etanolicos de la flor de Hibiscus sabdariffa L.,
tienen actividad antibacteriana en cepas gram negativas anaerobias ya que cuenta con una
gran riqueza en metabolitos fotoquimicos y se ha revelado la presencia de compuestos
fenolicos alcaloides, flavonoides y saponinas, estos compuestos son considerados los
principales grupos de compuestos antimicrobianos en plantas. (58,59) EI grupo de
bacterias con el que se ha probado la eficacia del extracto etandlico de la flor de la jamaica

se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Recopilado de actividad bactericida a diferentes cepas bacterianas por
extracto etandlico de la flor de la jamaica Hibiscus sabdariffa L. (58,59)

Cepa bacteriana asociada a Caracteristicas Concentracién minima
la Enfermedades inhibitoria
gastrointestinales y
enfermedades nosocomiales

Pat6genos nosocomiales, 25y 50 mg/mL,
Acinetobacter baumannii responsable de enfermedades
(Gram negativa aerébica) intrahospitalarias
Escherichia coli Responsables de las (6,5mg/ mL)
(Gram negativa aerébica) enfermedades gastrointestinales
Vibrio parahaemolyticus Responsables de las 100 pL (10, 5, 2.5))
(Gram negativa aerébica) enfermedades gastrointestinales
Salmonella enteritidis Responsables de las
(,Gr_am negatlva enfermedades gastrointestinales 100 L (10, 5, 2.5)
aerébica/anaerobica)
Bacillus cereus Causante de intoxicaciones
(Gram positiva anaerobia) alimentarias 100 pL (2.5)
Pseudomonas aeruginosa, Causante de enfermedades de
(Gram negativa aerébica) vias respiratorias, vias urinarias, 100 pL (2.5)
sepsis en infecciones
generalizadas
Staphylococcus aureus Causante de enfermedades
(Gram positiva anaerobia) como celulitis, abscesos 100 pL (2.5)

profundos, osteomielitis,
meningitis, sepsis, endocarditis
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2.1.3 Actividad bactericida del extracto etandlico de la flor de la jamaica Hibiscus

sabdariffa L. en cepas asociadas a la enfermedad periodontal

La caries dental y la periodontitis se han convertido en un problema de salud a nivel
mundial que ha sido dificil de erradicar, diversos estudios han evidenciado a las cepas que
conforman parte del microbioma patdégeno dentro de la cavidad oral, entre las mas
representativas encontramos a: Streptococcus mutans un gram positivo, principal
responsable de la caries dental, a Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
Fusobacterium nucleatum y Actinobacillus actinomycetemcomitans, como principales

responsables de la enfermedad periodontal crénica. (60)

En ensayos in vitro se ha probado la eficacia del extracto etanolico de la flor de la jamaica
Hibiscus sabdariffa L., y se observo una variacion en la concentracién minima inhibitoria
para las diferentes cepas (tabla 4), en las concentraciones de 7.2 mg/mL a 28.8 mg/mL y la
concentracion maxima bactericida varié de 14.4 mg/mL a méas de 57.6 mg/mL.; S. mutans,
F. nucleatum y P. gingivalis fueron las bacterias mas sensibles a la concentracion minima
inhibitoria (= 7.2 mg/mL). Las bacterias menos sensibles fueron S. sanguinis, L. casei y A.

actinomycetemcomitans (la concentracion minima inhibitoria = 28.8 mg/mL). (60)

Los resultados confirman que el extracto de Hibiscus sabdariffa L., tiene actividad
bactericida contra bacterias cariogénicas y periodontopatias. La concentracion maxima
bactericida mostré mas fuerte actividad contra F. nucleatum, P. intermedia y P. gingivalis,
que indicé que la concentracion maxima inhibitoria, fue mas efectiva contra bacterias gram
negativas que las bacterias gram positivas, esto puede deberse a las diferencias en la
estructura de la pared celular bacteriana. La pared de bacterias gram positivas es mas
gruesa que la del gram negativo. Los flavonoides tienen la capacidad de unirse con las
paredes celulares bacterianas. Ademas, con el nimero de los grupos hidroxilo presentes en
el anillo fenolico del extracto aumentan porque la hidroxilacion, a su vez conduce a un

aumento en la actividad antimicrobiana. (60)

22



Tabla 4. Recopilado de actividad bactericida a diferentes cepas bacterianas asociada a
enfermedad periodontal por el extracto etandlico de la flor de la jamaica Hibiscus
Sabdariffa L. (60)

Cepa bacteriana Tipo Caracteristicas Concentracién minima
asociada a la enfermedad inhibitoria de extracto
periodontal etandlico
Streptococcus mutans Gram positiva Anaerobia (7.2 mg/mL)
Porphyromonas gingivalis Gram negativo Anaerobio (7.2 mg/mL)
Prevotella intermedia Gram negativo Anaerobia (7.2 mg/mL)
Fusobacterium nucleatum Gram negativa Anaerobia (7.2 mg/mL)
Actinobacillus Gram negativa Anaerobia (28.8 mg/mL)

actinomycetemcomitans

Los efectos inhibitorios del extracto sobre la formacion de la biopelicula intraoral dependen
de los compuestos fendlicos presentes en el extracto, porque estos compuestos se unen
fuertemente a las proteinas y a las enzimas, por lo tanto, las bacterias no pueden unirse a la

superficie del diente. (60)

2.1.4 Actividad bactericida del extracto etilico de la flor de Hibiscus sabdariffa L. y
enjuagues bucales a base de clorhexidina en modelos in vitro en cepas asociadas a
enfermedad periodontal

Estudios recientes in vitro han evaluado la efectividad de la actividad antimicrobiana para
cepas patdgenas responsables de caries dental y de la enfermedad periodontal, dentro de
ellas se encuentran Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Staphylococcus aureus,
Capnocytophaga gingivalis, utilizando extractos acuoso, etandlico, metandlico y de acetato
de etilo de la flor de Hibiscus sabdariffa L. (61)

A su vez se realizO una comparacion con enjuagues bucales comerciales donde los
principales componentes bactericidas son la clorhexidina, el cloruro de cetilpiridinio, la
hexetidina y el triclosan, los resultados de este estudio demostraron que el extracto
etanolico de la flor de la jamaica es capaz de reducir la viabilidad de S. sanguinis en la
biopelicula, y su eficacia como agente antimicrobiano es méas efectivo en la fase de
formacion de biopelicula. Los resultados de esta investigacion demostraron que las

concentraciones minimas inhibitorias para los extractos acuosos de la flor de Hibiscus
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sabdariffa L., fueron de entre 9.7 y 10.3 mg/mL para las diferentes cepas (tabla 5), mientras

que los extractos metanolicos mostraron una inhibicién en concentraciones de 10.3 mg/ml

a 11.3 mg/mL, el extracto etanolico mostro actividad entre 10.2 y 11.4 mg/mL vy los de

acetato de etilo de entre 11.6 y 13 mg/mL, mientras que para los controles de uso comercial

las concentraciones fueron de 9.7 a 10.3 mg/mL. Es importante destacar que todos los

extractos la flor de la jamaica Hibiscus sabdariffa L., tienen mayores efectos bactericidas

que los enjuagues bucales comerciales. (61)

Tabla 5. Recopilado de actividad bactericida sobre diferentes cepas bacterianas
asociada a enfermedad periodontal por extractos acuoso, metanolico, acetato de etilo y

etandlico de la flor de la jamaica Hibiscus sabdariffa L. (61)

Cepa Extracto Extracto Extracto Extracto Concentracion de enjuagues
bacteriana acuoso metandlico acetato de etandlico bucales comerciales
etilo (Astringosol®, Colgate plax
ice infinity®, Crest pro —
health®, Dental max®,
Equate® y Listerine zero)
Streptococcus  10.3mg/mL  10.8mg/mL 13mg/mL  10.2mg/mL 9.7mg/mL
mutans
Streptococcus 9.8 mg/mL 10.5mg/mL  12.5mg/mL  10.6mg/mL 9.4mg/mL
sanguis
Porphyromona 9.9 mg/mL 11.3mg/mL  12.7mg/mL 11.4mg/mL 9.2mg/mL
gingivalis
Staphylococcu  9.7mg/mL 10.3mg/mL  11.6mg/mL 11.1mg/mL 10.3mg/mL

S aureus
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2.1.5 Desarrollo de la biopelicula

La mayoria de las patologias gingivales estan directamente relacionadas con el grado de
patogenicidad de las cepas alojadas en la biopelicula, y con el objetivo de controlar a la
enfermedad periodontal, la terapéutica ampliamente conocida es la utilizacion de sustancias
quimicas como la clorhexidina, el triclosan e hipoclorito de sodio en baja concentracion, sin
embargo durante afios se ha demostrado el efecto citotdéxico que se genera por el uso
prolongado de estas sustancias, ademas de la pérdida de la de sensibilidad por parte de las
papilas gustativas en la lengua y la irritacion en la mucosa, estas desventajas nos dan la

pauta para buscar nuevas alternativas terapéuticas. (62)

Es importante considerar que después de la colonizacion, la biopelicula comienza a
madurar y su tendencia de crecimiento estd relacionada con el tiempo en que esta placa
bacteriana permanezca sobre la superficie intraoral, es decir, a mayor tiempo de
colonizacién mas denso se volvera la biopelicula lo cual afecta en algunas ocasiones la
efectividad de las sustancias antimicrobianas, por ello es importante considerar las fases de
formacion de biopelicula. Para comprobar la efectividad del extracto etandlico de la flor de
Hibiscus sabdariffa L., como antimicrobiano en un modelo in vitro, se utilizé cristal violeta
como un indicador para medir la cantidad de bacterias de acuerdo a la coloracion que estas
presentaran. (63)

Fase de adherencia: Se forma 4 horas después de la colonizacion y se ha descrito que la
mayor cantidad de bacterias son (Estreptococos (61-78%) como S. sanguinis, S. mitis, S.
oralis y Actinomyces (4 a 30%). (63)

Fase de acumulacion: Se considera que se ha formado entre 4-20 horas de incubacion
dentro de la cavidad oral, aqui es muy claro que la cantidad de bacterias tienen un
crecimiento exponencial rapido. (63)

Adherencia: Esta fase el crecimiento de colonias bacterianas es demasiado de tal suerte
que los acidos que general las bacterias como parte de su metabolismo pueden generar
dafos sobre el esmalte dental dando asi oportunidad de que se genere caries dental y por
otro lado la predisposicion a presentar enfermedad periodontal, ya que el desequilibrio del
biofilm patdgeno es un factor importante para considerar en el desarrollo de dicha
enfermedad. (63)
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2.1.5.1 Actividad bactericida del extracto etilico de la flor de Hibiscus sabdariffa L. en
modelos in vitro con cepas de Streptococcus sanguis asociado a enfermedad
periodontal

Por los multiples beneficios que se le han atribuido a los extractos de la flor de la jamaica
Hibiscus sabdariffa L., se ha descubierto dentro de sus componentes organicos la actividad
de los flavonoides quienes participan en la inhibicion del crecimiento bacteriano por los
compuestos que generan mediante los enlaces de hidrogeno y de los polifenoles que

favorecen la desnaturalizacion de la membrana bacteriana. (64)

El resultado de esta investigacion demostro que la utilizacion del extracto etilico de la flor
de la jamaica como antimicrobiano es capaz de reducir la viabilidad de S. sanguinis en la
biopelicula en la fase de acumulacion a bajas concentraciones del 0.02% y hasta el 3.2%, y
en la fase de adherencia las concentraciones de 20%, 30%, 40% y 50% fueron mas
efectivas. La respuesta a este fendmeno es que el aumento de la concentracion del extracto
etanolico de la flor de Hibiscus sabdariffa L., tiende a reducir la union de S. sanguinis a la
biopelicula no solo en la fase de acumulacién (20 h), también en la fase de adherencia
(24h). En la fase de acumulacion (20h), las concentraciones del extracto 30%, 40% y 50%
no ocasionaron una mejoria en comparacién con las dosis de menor concentracion;
mientras que en la fase de maduracion (24h), las concentraciones de extracto de 20%, 30%,
40% y 50% mostraron una mayor tasa de crecimiento en comparacion con las de menor
concentracion. Por otro lado, la capacidad de unién de las bacterias a la biopelicula se ve
disminuida ya que S. sanguinis necesita de adhesinas, mismas que no se generan a causa
del efecto del extracto etilico de la flor de Hibiscus sabdariffa L. Por otro lado, la eficacia
del extracto etilico de la flor Hibiscus sabdariffa L, para reducir la viabilidad de S.
sanguinis es igual a clorhexidina 0.1% y 0.2% en ambos adherencia fase (20h) y fase de
maduracion (24h). (64)
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Tabla 6. Recopilado de la actividad bactericida del extracto etilico de la flor de
Hibiscus Sabdariffa L. en modelos in vitro con cepas de Streptococcus sanguis asociado
a enfermedad periodontal. (64)

Cepa bacteriana Tiempo de Control de Concentracion minima
asociadaala formacién proliferacién inhibitoria
Enfermedad de biofilm cristal violeta
Periodontal

Streptococcus 20 horas Concentracion 4% 0.02-3.2 %

sanguis
Streptococcus 24 horas Concentracion 4% 20%, 30%, 40% y 50%
sanguis

2.1.6 Actividad citotoxica de la clorhexidina al 2% en comparacion con los extractos
etanolicos de la flor de la jamaica Hibiscus sabdariffa L.

Bacterias  especificas como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum y la familia de los Actinomicetemcomitanes, entre otras, son
inductores asociados a la periodontitis, uno de los mecanismos para eliminacion de estos
patdgenos sobre la superficie dental es la eliminacion mecanica de la biopelicula intraoral
cepillando los dientes, el uso de hilo dental y otros coadyuvantes para la higiene dental. La
clorhexidina se utiliza generalmente como un tratamiento para el control de placa
bacteriana, sin embargo, se han estudiado sus efectos adversos incluyendo manchas en los
dientes, y sobre todo el efecto perjudicial sobre tejidos como la encia generando reacciones
de hipersensibilidad. (65) Es por ello que los extractos etandlicos de la flor de Hibiscus
sabdariffa L. pueden servir como una alternativa terapéutica para la enfermedad
periodontal al compararlo con la clorhexidina en modelos in vitro de cultivos celulares. (66)
Se utilizé extracto etandlico de la flor de Hibiscus sabdariffa L., y se mostrd una fuerte
actividad inhibidora contra cepas patégenas localizadas en la biopelicula y asociadas
directamente al desarrollo de la enfermedad periodontal (F. nucleatum, P. intermedia y P.
gingivalis), la concentracion bactericida fue de 7.2 mg/mL a 28.8 mg/mL y de 14.4 a 57.6
mg/mL, (tabla 7). El concentrado etandlico de la flor de Hibiscus sabdariffa L., tuvo un
efecto inhibidor sobre la formacion de biopeliculas en los niveles de concentracion minima

(7.2 mg/mL a 28.8 mg/mL), contra bacterias gram negativas que contra bacterias gram
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positivas, la justificacion que encuentran es que esto puede deberse a las diferencias en la

estructura de la pared celular bacteriana. (66)

La capa de peptidoglicano en la pared de bacterias gram positivas es mas gruesa en
comparacion con las gram negativas, y la efectividad del extracto etandlico de la flor de
Hibiscus sabdariffa L., se encuentra directamente asociado a la capacidad de los
flavonoides para unirse a las paredes de las celulas bacterianas. Ademas, los grupos
hidroxilo presentes en el anillo fenolico aumentan el efecto de hidroxilacion y por ello la

actividad antimicrobiana se eleva. (66)

Tabla 7. Recopilado de actividad bactericida del extracto etandlico de la flor de la
jamaica Hibiscus Sabdariffa L. en dos cepas bacterianas asociadas a enfermedad
periodontal. (65)

Cepa bacteriana Concentracion
asociada ala minima inhibitoria de
Enfermedad Periodontal extracto

Porphyromonas gingivalis (14.4-57.6 mg/mL)

Prevotella intermedia (28 mg/mL)

2.1.7 Actividad antimicrobiana de extractos etanolicos de la flor de Hibiscus sabdariffa
L., en cepas de Porphyromonas gingivalis y Streptococcus sanguis comparadas con
ampicilina

Otra de las cepas patogenas responsables del desarrollo de la enfermedad periodontal son
Porphyromonas gingivalis y Streptococcus sanguis las cuales en modelos in vitro se ha
probado la efectividad antimicrobiana del extracto etandlico de la flor de la jamaica
Hibiscus sabdariffa L., en cultivos microbioldgicos; para esta investigacion utilizaron las
concentraciones de 2.5%, 5%, 7.5% y el 10%, como resultado las concentraciones 7.5% y
el 10% mostraron mejor capacidad bactericida en ambas cepas (P. gingivalis y S. sanguis),
y las zonas de inhibicion fueron significativas en ambas bacterias. (67)
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Tabla 8. Actividad bactericida de Streptococcus sanguis y Porphyromonas gingivalis
cepas bacterianas asociadas a enfermedad periodontal por el extracto etandlico de la
flor de la jamaica Hibiscus Sabdariffa L. (67)

Cepa bacteriana Control Concentracion minima
asociadaala negativo inhibitoria del extracto
Enfermedad ampicilina etandlico de laflor de la
Periodontal jamaica
Streptococcus 3% (7.5y 10 %)
sanguis
Porphyromonas 3% (7.5y 10 %)
gingivalis
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2.2 Planteamiento del problema

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica de las encias, ocasionada por el
desequilibrio del microbioma patdgeno oral y el huésped. La evolucién de esta enfermedad
se caracteriza por la pérdida de los tejidos de soporte del periodonto que incluye el

ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. (68)

La enfermedad periodontal es prevalente en paises subdesarrollados y esta directamente
relacionada a situaciones socioeconomicas, a la raza, la educacion y la vida; afectando al 50
% de la poblacién global, algunas organizaciones consideran a la enfermedad periodontal
como un problema de salud publica a nivel mundial. (69) La prevalencia de la enfermedad
periodontal en México es del 70-90% de la poblacion los cuales presentan algin estadio de
enfermedad periodontal en personas de 40 a 80 afios (15), ocasionando pérdida de dientes,

discapacidad y disfuncion masticatoria y un estado de nutricion deficiente. (70)

La terapia periodontal incluye el manejo quirdrgico y no quirurgico del proceso de la
enfermedad, actualmente se utilizan compuestos antimicrobianos como clorhexidina, yodo
povidona e hipoclorito de sodio en el tratamiento de enfermedades periodontales no
quirurgicas. Debido a su etiologia multifactorial y al complejo proceso de la enfermedad, el
tratamiento de la periodontitis sigue siendo un objetivo importante para el area
odontoldgica. Por lo tanto, se ha buscado implementar la terapia alternativa para el manejo
y control de la periodontitis, buscando compuestos naturales que tengan efectos
antimicrobianos, antioxidantes, antisépticos, y antiinflamatorios. (71) Diversos estudios han
evidenciado una amplia gama de aplicaciones de salud tradicional. Recientemente se ha
evidenciado la actividad antimicrobiana sobre bacterias gram positivas y negativas de los
extractos etandlico y metandlico de la flor de la jamaica, Hibiscus sabdariffa L.
Interesantemente, la actividad antimicrobiana también se ha presentado con cepas que
forman parte del microbioma oral. (58-67) Con estos antecedentes, la propuesta del
presente trabajo es conocer el efecto antiinflamatorio del acido hibiscus para proponerlo

como una alternativa natural al tratamiento de la gingivitis.
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I111. JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal es una afeccion propia de la encia y se caracteriza por la
destruccion irreversible de los tejidos de soporte del diente incluidos ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar. Caracterizada por ser una afeccion inflamatoria y crénica que
afecta a la poblacion entre los 40 y 80 afios de edad, genera signos clinicos que por lo
general no son identificados a tiempo; por lo que cuando el paciente es diagnosticado
generalmente ya se presenta un estadio tardio de la enfermedad, generando asi otras
complicaciones como el edentulismo, la pérdida de la funcion masticatoria y deficiencias
nutricionales; la periodontitis esta catalogada como un problema de salud publica dificil de
erradicar, el campo de la terapéutica muestra un &rea de oportunidad muy amplia para

proponer nuevas y mejores alternativas de tratamiento.

Dentro de los protocolos terapéuticos no quirdrgicos, se utilizan algunas soluciones
quimicas con efectos antiinflamatorios y bactericidas con el objetivo de generar un
equilibrio en el microbioma patdgeno del paciente para contrarrestar el efecto destructivo
de los tejidos de soporte, sin embargo en las Gltimas investigaciones se ha demostrado que
tienen un efecto citotoxico, por lo que se han utilizado extractos naturales como alternativas
de tratamiento para el manejo y el control de la periodontitis cronica. Se sabe que los
compuestos bioactivos de la flor de jamaica Hibiscus Sabdariffa L., han demostrado poseer

actividad antiinflamatoria y antimicrobiana.

Uno de los compuestos organicos bioactivos de la flor de la jamaica al que se le atribuyen
dichas propiedades antimicrobianas es el acido hibiscus, por tal motivo y con el objetivo de
encontrar alternativas de origen natural para el tratamiento de la periodontitis, en este
trabajo se llevara a cabo la evaluacién de la capacidad antiinflamatoria de dicho compuesto
en un modelo de periodontitis inducida en ratas; de esta manera podriamos lograr proponer
un tratamiento alternativo no quirdrgico para contrarrestar los efectos destructivos de la

enfermedad periodontal.
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IV. HIPOTESIS

El &cido hibiscus tendra actividad antiinflamatoria en la enfermedad periodontal inducida

en un modelo en ratas Wistar.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antiinflamatorio del acido hibiscus en un modelo de periodontitis inducida

en ratas Wistar.

5.2 Objetivos especificos

1. Implementar el modelo de periodontitis inducida en ratas Wistar mediante la
combinacion de la ligadura y la inoculacién de lipopolisacérido de Phorphyromona
gingivalis.

2. Evaluar el efecto antiinflamatorio del &cido hibiscus mediante la evaluacion clinica de las
encias de las ratas.

3. Evaluar el efecto antiinflamatorio del acido hibiscus a través en la reinsercion del epitelio
de unién en la periodontitis inducida a traves del anlisis histologico de las encias de las

ratas.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Estudio de investigacion experimental.

6.2 Disefio del estudio

Se utilizaron 91 ratas Wistar macho de 6-8 semanas de edad adquiridas en el Bioterio del
Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Los
animales se mantuvieron en cuartos con una temperatura del 22+/-2 °C, con una humedad

relativa de 50%, con ciclos de luz oscuridad de 12h, con libre acceso a agua y alimento.
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Dicho proyecto fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), con nimero de aprobacion CICUAL7/002/2020.

El tamafio de muestra fue calculado en base a incidencias seriadas en los procedimientos de
acuerdo a la siguiente férmula X=N/(A/100) x (B/100) Donde: X=Numero de animales
final; N=Ndmero minimo estadistica; A=100-% incidencia 1; A=100-% incidencia 1 (72).

X=7/((80/100) x (80/100))= 12.5
X=13ratasx 7 =91

Los animales recibieron un trato humanitario, de acuerdo a los lineamientos establecidos
por la NOM-062-ZO0-1999 para las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de

animales de laboratorio.

Se formaron 5 grupos de 6 animales en cada grupo tomados al azar:

Grupo | (Control): Animales sin tratamiento.
Grupo Il (Periodontitis): Colocacion de ligadura en la zona interproximal de los
incisivos superiores + inoculacion de LPS de Phorpyromona gingivalis, (5ug/Kg)
durante 15 dias.

e Grupo Il (Clorhexidina): Induccion de la periodontitis + tratamiento con
clorhexidina al 2%.

e Grupo IV (hibiscus 2%): Induccion de la periodontitis + tratamiento con acido
hibiscus al 2%.

e Grupo V (hibiscus 4%): Induccidon de periodontitis + tratamiento con &cido hibiscus
al 4%.

6.2.1 Registro del peso de los animales

Se realizo el registro diario del peso de los animales durante el periodo experimental, con el
fin de evaluar si se presentaba alguna deficiencia nutricional causada por la induccién de la

periodontitis que impidiera su crecimiento y desarrollo.
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con acido nitrico al 5%
durante 24 h

6.3 Modelo de induccion de la enfermedad periodontal en ratas Wistar y sondeo

periodontal

Para llevar a cabo la induccion de la enfermedad periodontal se realizd la sedacion de las

ratas con (Avertin 250 mg/kg) intraperitoneal y se colocd la ligadura de seda de 6 mm en la

zona interproximal de los incisivos inferiores y se realizd la inoculacion LPS de

Phorphyromona gingivalis, diariamente durante 15 dias con la ayuda de una jeringa

Hamilton y con una aguja de calibre 33 mm en la zona lingual y la porcion mesial,

intermedia y distal de los incisivos. Se evalud el proceso de evolucion de la enfermedad

periodontal diariamente durante 15 dias, evidenciando un cuadro de periodontitis grado 3

en todos los animales en done se observa un proceso inflamatorio y la aparicién de la bolsa
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periodontal de aproximadamente de 3 mm de profundidad. A partir del dia 16 al 30 se
realizo el tratamiento correspondiente con clorhexidina al 2%, de &cido hibiscus al 2% v al
4%. Al finalizar el periodo de tratamiento se realizo la evaluacion clinica de las encias,
posteriormente se sacrificaron los animales en una camara de CO; y se obtuvieron las
mandibulas de las ratas para realizar el analisis histolégico. El sondeo periodontal es un
método diagnostico con el cual se puede evaluar el estado de los tejidos periodontales, se
realiza la valoracion métrica de la profundidad de la bolsa periodontal que se genera a
consecuencia del proceso inflamatorio, este procedimiento se realiza midiendo la distancia
que existe entre el margen gingival y el surco utilizando la zona periodontal Carolina del
Norte (Hu-Friedy, Alemania).

En el presente trabajo se realizo el sondeo periodontal en las ratas, a los dias 0, 15 y 30 del
tratamiento y se registraron las mediciones con el objetivo de evaluar la evolucion de la

induccidn de la periodontitis.

Fig. 8 Sondeo periodontal

6.3.1 Criterios de la evaluacion clinica de la enfermedad periodontal

La evaluacion clinica del desarrollo de la enfermedad periodontal se llevo a cabo tomando
en cuenta los siguientes criterios:

Grado 0. Encia normal (0 mm de profundidad del surco) ausencia de inflamacion.

Grado 1. Inflamacion leve (1 mm de profundidad del surco) edema leve, cambio leve de
color y ausencia de sangrado al sondaje.

Grado 2. Inflamacion moderada (2 mm de profundidad del surco) edema, glaseado,
enrojecimiento y sangrado al sondaje.

Grado 3. Inflamacion severa (3 mm de profundidad del surco) enrojecimiento extremo,

presencia de Ulceras, edema y sangrado.
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6.3.2 Aplicacion del &cido hibiscus

Para llevar a cabo la aplicacion del &cido hibiscus en las ratas se utilizd una presentacion en
gel, para preparar el gel se disolvieron 2 g 6 4 g de &cido hibiscus en 100 mL de agua
bidestilada, posteriormente, se agregaron 0.5 g de goma xantana (Fig 9); y se mezcld a
temperatura ambiente hasta tener una consistencia homogénea. Se aplicaron 30 mg del gel
de acido hibiscus al 2% y al 4%, diariamente en las encias de cada una de las ratas de los
respectivos grupos de manera tépica durante 15 dias con ayuda de un microbrush, posterior
a esto los animales se mantuvieron durante 30 min sin agua ni alimento para que el gel de
acido hibiscus al 2% y al 4% permaneciera durante este tiempo sobre la encia, los animales

no fueron sedados para realizar este procedimiento.
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Fig. 9 Preparacion de gel de acido hibiscus

6.4 Obtencion y manejo de las muestras para el analisis histoldgico

Después del sacrificio de los animales, se extrajo la mandibula y se realizd un corte sagital
en la zona interproximal de los incisivos centrales inferiores, el tejido se lavo varias veces
con solucion salina y se colocé en formol buffer de fosfatos pH 7.4 al 10% durante 24
horas, posteriormente se sumergio en solucion descalcificante (&cido nitrico al 5%) durante
24 horas, hasta poder introducir una aguja a través del diente. El tejido descalcificado se
lavé con agua corriente y se colocd en bicarbonato de sodio al 10% durante 24 horas. Al

finalizar este periodo de tiempo se colocd nuevamente en formol al 10%.
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Los tejidos fijados se deshidrataron pasadndose a través de concentraciones crecientes de
alcohol hasta llegar al alcohol absoluto (80°, 90°, 96° y alcohol absoluto) durante 1 hora en
cada concentracion de alcohol, posteriormente se clarificaron con xilol al 50% vy xilol
absoluto durante 1 hora en cada uno y finalmente las muestras se incluyeron en parafina
absoluta a 53-56°C durante 1 hora. Posteriormente se colocaron en parafina absoluta dos
veces con una diferencia de inmersion de 1 hora y se colocaron en moldes para formar
bloques los cuales se dejaron secar por 48 h para que se solidificaran por completo, se
realizaron cortes de 4 um de espesor, en un micrétomo, los cortes se pasaron por bafo
Maria a 40°C (al bafio Maria fue agregada grenetina en cantidad suficiente para facilitar la
manipulacion del corte), se colocaron en un portaobjetos y se secaron sobre una parrilla a
40°C.

Las laminillas fueron tefiidas con hematoxilina y eosina, el método de tincion utiliza el
colorante de hematoxilina que tifie estructuras acidas como ribosomas y cromatina, en
tonos azules y purpuras, y el uso de eosina que tifie estructuras bésicas como organelos
citoplasmicos, colageno, tejido conjuntivo, fibras elasticas y fibras musculares en tonos de
color rosa. Para el montaje se colocd resina natural y encima un portaobjetos para su
preservacion y su posterior lectura al microscopio Optico. Se realizd6 una evaluacion
histoldgica de la encia en cada grupo mediante el uso de un microscopio 6ptico Olympus
CX22LED (Tokio, Japon).

\ﬁ

Las mandibulas se i .: *

Las mandibulas se colocaron
en formol 10% durante24 h
Y se descalcificaron con
acido nitrico al 5% durante
24 h

deshidrataron en
concentraciones
crecientes de etanol
(80°,90°,96°) y
alcohol absoluto

Las mandibulas se incluyeron en
parafina absoluta 53-56°C durante 1 h
Se repitid el proceso 2 veces mas con
diferencia de 1 h, se colocaron en el
molde paray se dejaron secar durante
48 h Posteriormente se realizaron
cortes de 4 pm

Los cortes se tifieron con
Hematoxilina y eosina para
su observacion al
microscopio 6ptico

Fig. 10 Procesamiento de la muestra para analisis histologico
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6.5 Andlisis estadistico

Para comparar las diferencias entre las variables de profundidad del surco y peso de los
grupos de experimentacion se realiz6 un analisis estadistico de varianza (por sus siglas en
inglés ANOVA) de dos vias. Posteriormente se realiz6 un post-test de Bonferroni

utilizando el software PRISMA GraphPath version 6.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Peso

Durante la realizacion de este estudio se registro el peso de los animales diariamente, con el

objetivo de observar el efecto del &cido hibiscus sobre el desarrollo y crecimiento de los

animales. En la Figura 11 se muestra el registro de los pesos de los animales de los diferentes

grupos experimentales, los cuales no mostraron diferencias significativas a los 7, 15, 21 y 30

dias (p>0.05) que durd el tratamiento.

Registro del peso durante el proceso experiental
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w"':gﬂ
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- Control

- Periodontitis

- Clorhexidina 2%

- Acido Hibiscus 2%
- Acido Hibiscus 4%

Fig. 11. Analisis del peso durante la fase experimental. Representacion grafica de las medias
+ la desviacion estandar. Los grupos experimentales fueron suministrados con la misma
cantidad de alimento durante la fase experimental, graficamente podemos observar que no
existen diferencias estadisticamente significativas (p >0.05) entre los diferentes grupos.
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7.2 Evaluacion de la periodontitis

7.2.1 Sondeo periodontal

Para un correcto diagnéstico periodontal es necesario realizar una inspeccién clinica de la
encia, uno de los registros clinicos mas importante es el sondeo periodontal.

El surco periodontal se define como el espacio alrededor de los dientes entre la encia marginal
y la superficie del diente, el sondeo se realiza a través de un instrumento llamado sonda
periodontal la cual se introduce justo en el espacio del surco por la zona mesial, media y distal

de la zona vestibular y lingual, cuando hay presencia de bolsa periodontal la sonda sirve para

determinar la profundidad patoldgica del surco Figura 12.

Fig. 12 Registro de sondeo periodontal. Se muestra el registro del sondeo periodontal al dia
30 del tratamiento. Panel A control negativo, panel B periodontitis grado 2, (*Referencia
métrica de sondeo 5mm).

7.2.2 Evaluacion de la periodontitis mediante el sondeo periodontal

Después de realizar el sondeo periodontal de los animales de los diferentes grupos
experimentales, al dia 15 de tratamiento, esto es, un dia antes del inicio del tratamiento con
clorhexidina y acido hibiscus, se observé un aumento estadisticamente significativo (p<0.001)
en la profundidad de la bolsa periodontal en los grupos de periodontitis, clorhexidina al 2%,

acido hibiscus al 2% y al 4% con respecto al grupo control (Figura 13); lo cual indica la
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presencia de un proceso inflamatorio y la induccién de la periodontitis. Los resultados de la
medicion al dia 30 (después de 2 semanas de tratamiento con clorhexidina y &cido hibiscus),
mostraron que ocurrié una disminucion en la profundidad del surco en los animales tratados
con clorhexidina al 2%, &cido hibiscus al 2% y acido hibiscus al 4% con respecto a los

animales del grupo con periodontitis estadisticamente significativa (p<0.05) (Figura 13).

-o- Control

4- - e
9 N 5 —— Periodontitis
5 —1 —+— Clorhexidina
$ 2+ -+ Acido hibiscus 2%
T .
- £ Acido hibiscus 4%
S E
T §
o X
o

_2-

Inicio de trata}miento con
Clorhexidina y Acido hibiscus

Fig. 13 Evaluacion del sondeo periodontal durante la fase inicial, intermedia y post
tratamiento. Se llevo a cabo el sondeo periodontal en los animales de los diferentes grupos a
los dias 0, 21 y 30 del tratamiento. Se muestra la media + la desviacion estandar.

7.2.3 Evaluacioén clinica

Se realizo la valoracion clinica de la periodontitis la cual se muestra en la figura 14. En el panel
A se muestra la encia de un animal del grupo control negativo, se pueden apreciar las
caracteristicas clinicas de un estado de salud periodontal adecuado en donde la coloracion de la
encia es rosa coral y no hay presencia de recesion gingival, la papila interdental no se encuentra
inflamada y se aprecia perfectamente adherida al tercio cervical de los dientes, por lo tanto, no
hay presencia de bolsa periodontal. En el panel B se muestra un animal con gingivitis, se puede
apreciar el cambio de coloracion de la encia con respecto al control negativo, debido al cambio

vascular generado por el proceso inflamatorio, la papila interdental se encuentra inflamada por
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lo que no se encuentra adecuadamente adherida, hay presencia de bolsa periodontal y secrecion
de liquido cervicular. El panel C corresponde a un animal del grupo tratado con clorhexidina
durante 15 dias, se observa una reduccién notable del proceso inflamatorio, se aprecia la encia
de color rosa coral la papila interdental se encuentra adherida en el tercio cervical de los dientes
y no hay presencia de bolsa periodontal. En el panel D se muestra un animal tratado con acido
hibiscus al 2%, no se observan evidencias de un proceso inflamatorio, la encia se aprecia de
color rosa coral, la papila interdental se encuentra insertada, no hay presencia de bolsa
periodontal. En el panel E se observa un animal tratado con &cido hibiscus al 4%, no hay
indicios de proceso inflamatorio, la encia presenta un color rosa coral, la papila interdental esta
adherida al tercio cervical del incisivo inferior, sin presencia de bolsa periodontal.

Fig. 14 Valoracion clinica de la periodontitis durante la fase experimental. Se muestran
fotografias de los diferentes cambios clinicos de las encias en los animales de los diferentes
grupos al finalizar la fase experimental (30 dias). A Control negativo. B periodontitis. C
clorhexidina al 2%. D &acido hibiscus al 2%. E acido hibiscus al 4%.
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7.3 Andlisis histologico

En este trabajo se realizd el analisis histologico del tejido periodontal lo cual nos permitio
observar de manera clara los cambios morfolégicos generados por la induccion de la
periodontitis de la encia de los animales después del tratamiento con clorhexidina y &cido

hibiscus, Figura 15.

Fig. 15 Evaluacion histoldgica de las encias de las ratas. Los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina y se observaron al microscopio 6ptico. A Control, B Periodontitis, C.
Clorhexidina, D. acido hibiscus al 2%. Donde las letras indican, D (diente), ES (epitelio del
surco), LP (ligamento periodontal), UA unién amelo cementaria, £*union dentogingival. 40X

En el grupo control se puede observar una buena arquitectura periodontal, ya que la superficie
de la union dentogingival se encuentra perfectamente insertada; el epitelio de unién une la

encia con el diente a través de una membrana basal y se extiende hacia la region de union
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amelo cementaria, es decir, el fondo del surco gingival; el epitelio del surco se continda en el
borde gingival con el epitelio bucal y con el epitelio de unidn hasta la zona apical, se aprecia la
diferenciacion entre los mismos. El ligamento periodontal lo observamos con las caracteristicas
de un tejido conectivo denso, tiene un grosor constante en la periferia del diente, condiciones

gue se presenta en un periodonto sano.

El grupo con periodontitis presenta caracteristicas, morfoldgicas diferentes a un periodonto
sano, la union dentogingival no se encuentra insertada, el epitelio de unién tiene una forma
irregular y su limite con la union amelo-cementaria no se encuentra definido a causa de la bolsa
periodontal, el ligamento periodontal se observa ensanchado en la periferia total del diente

como consecuencia del proceso inflamatorio.

En el grupo tratado con clorhexidina presenta caracteristicas similares al grupo control, se
aprecian mejor definidas las estructuras morfoldgicas del periodonto, la union dentogingival se
encuentra insertada en la zona cervical, el ligamento periodontal no muestra ensanchamiento en
la periferia del diente, la continuidad el epitelio de union y la union amelo cementaria
evidencian que la formacion de la bolsa periodontal se redujo considerablemente, no hay
vestigios de actividad celular inflamatoria, al igual que en el grupo control se observa un
periodonto sano.

En los grupos tratados con &cido hibiscus al 2% y al 4%, las caracteristicas estructurales del
periodonto son muy similares a las observadas en el grupo tratado con clorhexidina y el grupo
control, la unién dentogingival esta insertada, el epitelio de union se extiende hasta la linea
amelo cementaria, es decir hasta el fondo del surco el cual se ha reducido notablemente por lo
que no hay presencia de bolsa periodontal. El ligamento periodontal se encuentra de manera
definida alrededor del diente, por lo que se puede afirmar que el tratamiento gener6 un cambio
positivo en los dafios causados en la encia por la periodontitis inducida, lo cual nos da la pauta
para poder considerar el &cido hibiscus como una alternativa terapéutica no quirdrgica para

revertir los efectos dafiinos de la periodontitis.
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VIII. DISCUSION

De acuerdo a la OMS, la enfermedad periodontal es una de las 5 afecciones bucodentales mas
comunes a nivel mundial (5), por lo tanto es importante realizar investigacion en modelos
experimentales para proponer alternativas terapéuticas para este padecimiento. En este estudio
se utiliz6 un modelo de induccion de periodontitis en ratas Wistar, los animales de
experimentacién no mostraron diferencia en el peso corporal a lo largo de todo el tratamiento
durante, ni después de la induccién de la periodontitis, o durante el tratamiento con &cido
hibiscus. Lo cual indica que el &cido hibiscus no tuvo ningun efecto adverso sobre el

crecimiento y desarrollo de los animales.

8.1 Induccidn de la periodontitis con ligadura y LPS

En este trabajo, se reprodujo la induccién de un modelo de periodontitis experimental, en
donde la combinacion de la colocacion de una ligadura interdental en los dientes incisivos
inferiores en combinacion con la administracion LPS de Phorphyromona gingivalis (5 pg/kg)
durante 15 dias gener6 periodontitis en todos los animales de experimentacion. Diversos
modelos experimentales de induccion de la periodontitis en cepas de ratones BalbC, CD1 y
ratas Wistar, han realizado diferentes combinaciones entre la dieta, la colocacion de la ligadura
interdental en la zona de los molares o de los incisivos inferiores, e inoculacion de LPS de
algunas bacterias como Phorphyromona gingivalis, Fusobacterium nucleatum, o de
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans, mismos que se encuentran presentes como parte del
microbioma patdgeno en la periodontitis; con la ventaja de que la combinacién de estos

elementos resulte en un proceso de induccion mas efectivo. (57-66)

El desarrollo de la periodontitis se caracteriza por que se produce un desequilibro en el
microbioma intraoral, el nimero de bacterias aumenta paulatinamente y da paso al crecimiento
descontrolado de cepas patdgenas como Porphyromona gingivalis, Fusobacteriun nucleatum,
Actinomycetemcomitans, lo cual desencadena un proceso inflamatorio crénico en los tejidos de
soporte de la encia. (59) Por lo tanto, para la induccion de periodontitis experimental tienen

mayor éxito combinando la colocacion de la sonda y la inoculacion de LPS. Los modelos

45



experimentales de induccién de periodontitis han sido utilizados para evaluar el
comportamiento del evento inflamatorio, asi como para identificar los biomarcadores presentes
y comparar la interaccion con diferentes farmacos para buscar alternativas de tratamiento no
quirurgico para el manejo y control de la enfermedad periodontal. (59-61) En el presente
estudio, la evaluacion de la induccién de la periodontitis se realiz6 mediante la medicién del
sondeo periodontal, que es un método de diagnéstico para la enfermedad periodontal
dependiendo de la profundidad de la bolsa formada a consecuencia de la inflamacion. (8) El
tratamiento local con &cido hibiscus en gel durante 15 dias disminuyd significativamente la
profundidad del surco en comparacion con el grupo con periodontitis. Ademas, el tratamiento
con &cido hibiscus tuvo resultados similares a los observados con el tratamiento con la

clorhexidina al 2%, un antiséptico de eleccion para el control de la enfermedad periodontal.

8.2 Actividad antimicrobiana del acido hibiscus

Se ha demostrado que los extractos de la flor de la jamaica tienen efectos antioxidantes,
antihipertensivos, antiinflamatorios y antibacterianos, estos efectos terapéuticos son atribuidos
a sus principales componentes bioactivos como las antocianinas, los acidos fenolicos y los
flavonoides, sin embargo, algunos de estos efectos también se han atribuido a otros
componentes de la flor de la jamaica como los &cidos organicos, acido citrico y acido hibiscus.
(56)

Actualmente, se ha demostrado la capacidad antibacteriana del &cido hibiscus demostrando que
es igual de efectivo que diversos antibidticos en cepas responsables de enfermedades
gastrointestinales, enfermedades nosocomiales y bucodentales, estas Gltimas asociadas a caries,
y enfermedades inflamatorias de la encia. (57) Portillo-Torres y colaboradores demostraron
que el acido hibiscus tiene un efecto antimicrobiano sobre cepas de Salmonella resistentes a
la amoxicilina o la penicilina sobre cepas patogenas de E. coli, los autores determinaron que el
acido hibiscus posee una actividad bactericida que altera la permeabilidad de la membrana
externa de las bacterias. (66) La ausencia de la membrana celular externa de las bacterias
genera automaticamente su destruccién debido a que el aumento del gradiente de osmolaridad
que suele existir entre el medio y el citoplasma bacteriano destruye por completo su estructura.
(73) En este trabajo se observd que el tratamiento topico con un gel de acido hibiscus redujo
notablemente la periodontitis inducida en las ratas ya que después de realizar la evaluacion
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clinica del tejido periodontal, esto es, la coloracion, la textura y la arquitectura de la encia y de
la papila interdental se observaron signos de buena salud periodontal. Este efecto del acido
hibiscus sobre la disminucién de la enfermedad periodontal puede deberse a sus propiedades
antimicrobianas; debido a que la disminucion del nimero de bacterias dentro de la cavidad oral
reduce la proliferacion de cepas patogenas, lo que favorece la recuperacion del tejido
periodontal. En este contexto, el medicamento méas utilizado para el tratamiento de la
periodontitis, conocido como clorhexidina, tiene un efecto antimicrobiano y actividad
bactericida; se ha demostrado que a bajas concentraciones (0.05% a 0.2%) la clorhexidina se
une a la membrana celular bacteriana y genera poros, lo cual altera de manera importante el
transporte celular, mientras que a altas concentraciones (2%) es capaz de penetrar al citoplasma
de la bacteria y ocasionar su lisis, de esta manera la clorhexidina inhibe la formacion de la
placa y reduce la periodontitis (64). En este mismo contexto se ha demostrado que los extractos
de la flor de la jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.) poseen mayores efectos antimicrobianos que
los enjuagues bucales comerciales (60), por lo que podrian ser una alternativa de origen natural

para el control de bacterias patdgenas de la cavidad oral.

8.3 Actividad antiinflamatoria del 4cido hibiscus

La periodontitis es un proceso inflamatorio que inicia cuando las bacterias patdgenas dafian los
tejidos adyacentes al diente al unirse a las células del epitelio del surco y del epitelio de union,
debido a lo cual, se activa el sistema inmunologico del organismo en donde se producen
defensinas y citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a y linfocitos T y polimorfo
nucleares, en un inicio la respuesta inmune es de tipo innata, cuando se presenta una lesién
periodontal avanzada intervienen los macrofagos, linfocitos T CD4 e inmunoglobulinas, esta
respuesta inmune activa frente a la placa bacteriana genera dafio en el tejido conectivo
subyacente al epitelio de unién y progresa hacia la zona apical hasta la insercion del tejido
conectivo, generando bolsas periodontales y recesiones gingivales. (44-46)

En el presente trabajo, se observo que el tratamiento con un gel de acido hibiscus durante 15

dias disminuyo el proceso inflamatorio de la bolsa periodontal en la encia de las ratas, el cual

se ha asociado al aumento descontrolado del microbioma patégeno en la cavidad oral. La
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evaluacion de la reduccion de la bolsa periodontal se realizé a través del registro del sondeo
periodontal. La disminucién del proceso inflamatorio ocasionada por el tratamiento con el
acido hibiscus, puede deberse a su actividad antimicrobiana ya que, al disminuir el nimero de
cepas patogenas localizadas en la porcion interna de la bolsa periodontal, se genera una
simbiosis entre las condiciones internas del huésped y la biopelicula por lo que se presenta un
estado tolerancia inmunoldgica favoreciendo la regeneracidn tisular permitiendo regresar a un
estado de salud periodontal optimo. Igualmente, se ha asociado el aumento en el nimero de
bacterias con cuadros de periodontitis cronica en pacientes ya gque son microorganismos

estrechamente asociados con la etiopatogenia de la enfermedad. (60)

Adicionalmente, en este trabajo, se estudio el efecto antiinflamatorio del acido hibiscus en la
periodontitis inducida a traves de la observacion de cortes histologicos de las encias de las
ratas. El analisis microscépico de los cortes mostraron que en el tejido de los animales con
periodontitis existe un dafio evidente en la zona de insercion del epitelio del surco de los
incisivos inferiores, hay presencia de leucocitos polimorfo nucleares y una migracion de
infiltrado celular inflamatorio hacia el tejido conectivo , mientras que en el grupo tratado con
un gel de acido hibiscus y en el grupo tratado con clorhexidina las condiciones del epitelio
fueron similares a las del grupo control negativo, esto es, se puede apreciar que la insercion del
epitelio del surco se encuentra perfectamente adherida a la zona cervical de diente sin signos

aparentes de inflamacion.

Estos resultados demuestran que el acido hibiscus posee un potente efecto antiinflamatorio
cuando se utiliza de manera topica en las encias de los animales a los cuales se les ha inducido
la periodontitis, el mecanismo mediante el cual lleva a cabo esta accion antinflamatoria se
desconoce aun, sin embargo, sugerimos que puede deberse en gran parte a sus propiedades
antimicrobianas, ya que se ha observado que la clorhexidina, que es el medicamento mas
potente contra la periodontitis actla generando dafio sobre la membrana bacteriana

ocasionando finalmente la muerte celular.
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X. CONCLUSIONES

1. La colocacién de la ligadura en combinacion con la inoculacién de LPS (Porphyromona
gingivalis) gener0 una periodontitis en las ratas.

2. La periodontitis inducida no ocasiono diferencias estadisticamente significativas en el
peso de los animales durante la fase experimental.

3. El tratamiento de acido hibiscus en gel al 2% y al 4%, no ocasiond ningun efecto
clinico adverso en la encia de los animales.

4. El tratamiento con acido hibiscus en gel al 2% y al 4% disminuyo significativamente el
proceso inflamatorio de la encia y mejoro las caracteristicas clinicas periodontales en
comparacion con el grupo de periodontitis.

5. EIl tratamiento con &cido hibiscus al 2% y al 4% mostr6 resultados similares a los
observados con el tratamiento de clorhexidina al 2% en la valoracion de las

caracteristicas clinicas de la periodontitis.

XI. RECOMENDACIONES

> Realizar la deteccion inmunohistoquimica de moléculas proinflamatorias en las encias
de los animales de experimentacion.

> Evaluar la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a en las encias de los
animales con periodontitis inducida.

> Prolongar el tiempo de induccion de la periodontitis para observar el efecto destructivo

sobre el hueso alveolar.
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