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RESUMEN

La periodontitis es un problema de salud publica importante a nivel mundial que
conlleva la pérdida de piezas dentales, asi como una discapacidad masticatoria que
se caracteriza por una inflamacion crénica y una disbiosis microbiana que destruye
los tejidos de soporte del diente. El uso de clorhexidina (CHX) como tratamiento
adyuvante presenta diversos efectos adversos en el paciente y sobre el periodonto.
Actualmente, se han propuesto diversas alternativas de origen natural con el
propdsito de encontrar beneficios en el tratamiento complementario de la
periodontitis. La Icarina (ICA) es un compuesto derivado de la a familia de plantas
Berberidaceae del género Epimedium que posee actividades antiinflamatorias,
anticancerigenas y antioxidantes. El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto antiinflamatorio de la ICA en la periodontitis inducida en un modelo de ratas
Wistar. Se dividieron los animales en 4 grupos experimentales (control, periodontitis,
CHX e ICA). La induccién de periodontitis se realizé colocando una sutura de seda
3-0 USP en los incisivos inferiores. Luego de 7 dias de induccion, los animales
presentaron signos clinicos de inflamacién como enrojecimiento y tumoracion en el
tejido periodontal, también se observo la presencia de una bolsa periodontal en el
sitio de induccién. No se observaron diferencias en el peso de los animales de los
diferentes grupos durante la fase experimental. Los tratamientos con ICA (2%) y
CHX (0.2%) fueron administrados por via tdpica en las encias de los animales dos
veces al dia (8 am y 5 pm), durante 15 dias. Posteriormente, los animales fueron
sacrificados, se evalud clinicamente y se evalu6 el dafio oxidativo en tejido gingival
mediante la cuantificacion de MDA y la carbonilacion de proteinas. Adicionalmente,
se realizo el andlisis histolégico de las encias en los animales de experimentacion.
Los resultados mostraron una disminucion de la inflamacién clinica presentada en
el tejido periodontal en los grupos ICA y CHX respecto al grupo de periodontitis. Con
respecto al dafio oxidativo en el tejido, se observd un incremento significativo en la
concentracion de MDA en la encia de los animales con periodontitis vs el grupo
control (p<0.001) y una disminucion significativa en la concentracién de MDA en el
grupo de ICA vs el grupo periodontitis (p<0.001), y no hubo una diferencia

significativa vs grupo control (p=0.133). La concentracion de MDA no tuvo



diferencias significativas entre los grupos ICA vs CHX (p=0.989). Asimismo, la
concentracion de carbonilos incremento significativamente en el grupo con
periodontitis vs el grupo control (p<0.001), mientras que en los grupos de ICA y
CHX disminuyeron significativamente vs el grupo de periodontitis
(p<0.001, p<0.001 respectivamente). Finalmente, en el analisis histolégico de
tejido gingival se confirmo el evento inflamatorio observado clinicamente,
evidenciando una reduccion en la cantidad de linfocitos infiltrados observados por
campo visual en el tejido de la encia de los grupos de ICA 'y de CHX vs el grupo de
periodontitis (p<0.001) sin observar diferencia significativa en la cantidad de
linfocitos observados por campo visual en el grupo ICA vs grupo CHX (p=0.58).
Estos resultados en conjunto indican que la ICA tiene efectos antiinflamatorios y
antioxidantes en la periodontitis inducida, siendo sus efectos comparables con la
CHX.



ABSTRACT

Periodontitis is a major global public health problem that leads to tooth loss and
masticatory disability. It is characterized by chronic inflammation and microbial
dysbiosis that destroys tooth-supporting tissues. The use of chlorhexidine (CHX) as
an adjuvant treatment presents various adverse effects for patients and their
periodontium. Currently, several natural alternatives have been proposed with the
aim of finding benefits in the complementary treatment of periodontitis. Icariin (ICA)
is a compound derived from the Berberidaceae plant family of the genus Epimedium
that possesses anti-inflammatory, anticancer, and antioxidant activities. The aim of
the present study was to evaluate the anti-inflammatory effect of ICA on periodontitis
induced in a Wistar rat model. Animals were divided into 4 experimental groups
(control, periodontitis, CHX, and ICA). Periodontitis induction was performed by
placing a 3-0 USP silk suture in the lower incisors. After 7 days of induction, the
animals showed clinical signs of inflammation such as redness and swelling in the
periodontal tissue. A periodontal pocket was also observed at the induction site. No
differences in animal weight were observed between the different groups during the
experimental phase. ICA (2%) and CHX (0.2%) treatments were administered
topically to the gums of the animals twice daily (at 8 AM and 5 PM) for 15 days.
Subsequently, the animals were sacrificed and clinically evaluated by photographs,
also, oxidative damage to the gingival tissue was assessed by MDA quantification
and protein carbonylation. Additionally, histological analysis of the gums in the
experimental animals was performed. The results showed a decrease in the clinical
inflammation presented in the periodontal tissue. Regarding oxidative damage in the
tissue, a significant increase in MDA concentration was observed in the gingiva of
animals with periodontitis vs. the control group (p <0.001), and a significant decrease
in MDA concentration was observed in the ICA group vs. the periodontitis group (p
<0.001), there was no significant difference vs. the control group (p=0.133). MDA
concentration had no significant differences between the ICA vs CHX groups
(p=0.989). Likewise, the concentration of carbonyls increased significantly in the
periodontitis group vs. the control group (p <0.001), while in the ICA and CHX groups

the concentration of carbonyls decreased significantly vs. the periodontitis group (p

Xi



<0.001, p <0.001, respectively). Finally, histological analysis of gingival tissue
confirmed the inflammatory event, showing a reduction in the number of infiltrated
lymphocytes observed per visual field in the gingival tissue of the ICA and
chlorhexidine groups vs. the periodontitis group (p <0.001), and no significant
difference was observed in the number of lymphocytes observed per visual field in
the ICA group vs. the CHX group (p=0.58). These results together indicate that ICA
has anti-inflammatory and antioxidant effects in induced periodontitis, its effects

being comparable to those of CHX.
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l. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria que se caracteriza por
la destruccion de los tejidos de soporte del diente, es una enfermedad crénica de
caracter multifactorial y estd asociada con una disbiosis de biofilm oral. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que esta enfermedad afecta al 19%
de la poblaciéon mundial adulta, por lo que se considera un problema de salud
publica. (1) Su tratamiento suele estar acompafiado de principios activos con
actividad bactericida como la clorhexidina (CHX) que es el coadyuvante de primera
eleccion, sin embargo, este presenta efectos secundarios en el paciente como la
tincion dental, glosodimia, descamaciéon de la mucosa oral, inflamacién de la
glandula parotida, pérdida de sabor, adormecimiento, xerostomia y parestesia oral.
(2) Debido a esto, en este trabajo de tesis se propone una alternativa terapéutica
gue ofrezca un efecto antiinflamatorio, que sea de origen natural y que pudiera tener

menores efectos secundarios en el paciente.

La Icarina (ICA) es un flavonoide que se ha utilizado de manera natural por miles de
afios en la medicina tradicional china y se han demostrado sus propiedades
antiinflamatorias. (3) El objetivo del presente estudio fue comparar a la clorhexidina
con la ICA en la periodontitis inducida en ratas Wistar macho para proponer un

nuevo adyuvante.

Este documento se encuentra dividido en varias secciones, en la primera seccion
se describen las generalidades respecto a la enfermedad periodontal, su desarrollo,
su clasificacion, epidemiologia, y tratamiento, continda con la interaccion de la
actividad inmunoldgica y la respuesta inflamatoria del sistema inmune y respuesta
inflamatoria en la periodontitis, posteriormente se describe a la ICA con los usos

tradicionales y antecedentes.

En la siguiente seccidon se encuentran el planteamiento del problema, la justificacion,
hipotesis, y objetivos incluyendo al objetivo general. Posteriormente, se encuentran

las metodologias utilizadas en el proyecto, donde se describen la induccion



periodontal en los animales de experimentacion, los tratamientos realizados, asi

como las metodologias realizadas en el tejido periodontal en el laboratorio.

Finalmente, la seccion de resultados que muestra el analisis estadistico realizado,
las imagenes de histologia del tejido periodontal tefiidas con hematoxilina y eosina
(H&E) asi como la discusion de los resultados y la conclusién del proyecto, los

anexos Y las referencias utilizadas.



Il ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Salud periodontal

La salud periodontal se puede definir como la ausencia de la inflamacion
clinicamente detectable asociada con gingivitis o periodontitis sin evidencia de
cambios anatémicos en el periodonto. Lang y Bartold (2018) proponen 4 niveles de
salud periodontal que incluyen a)salud periodontal pristina para pacientes con una
ausencia total de inflamacion en un periodonto con soporte normal sin presencia de
pérdida de insercion, sin sangrado al sondeo, surco menor a 3 mm, sin
enrojecimiento ni inflamacién ni presencia de pus; b)salud periodontal clinica para
pacientes con niveles minimos de inflamacién en un periodonto con soporte normal,
c)estabilidad en enfermedad periodontal para pacientes con un periodonto reducido
e inflamacion minima con una respuesta terapéutica 6ptima y control de factores de
riesgo y d)enfermedad periodontal en remisibn o control para pacientes con
periodonto reducido que no se pueden modificar los factores de riesgo y respuesta

al tratamiento terapéutico no favorable. (4)

2.1.2 Componentes del periodonto

El periodonto es un conjunto de tejidos que rodean al diente en los huesos maxilares
y tienen la funcién de resistir las fuerzas masticatorias protegiendo la mucosa
masticatoria. El periodonto se compone de 4 estructuras: encia, cemento, ligamento

periodontal y hueso alveolar, como se muestra en las figuras 1y 2 (5,6)
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Figura 1. Componentes del periodonto. Creado en Biorender.com. Fuente Propia.

2.1.2.1 Encia

La encia es una mucosa color rosado que se encuentra rodeando al diente y
cubriendo al hueso alveolar. Se conforma por un tejido epitelial especializado que
se encuentra formado por células epiteliales de union y lo podemos encontrar en la
parte inferior del surco gingival. La encia tiene como funcién ser una barrera
protectora contra el trauma que se produce de forma fisiologica y de igual forma
contra la agresion de microorganismos. El epitelio tiene la capacidad de respuesta
inmune contra la inflamacion. La encia es responsable de la sensacion bucal y se

encarga de la absorcién de los micronutrientes. (5)

La encia se divide en forma anatomica en 3 partes: la encia marginal o libre, encia

insertada y encia interdental.
2.1.2.2 Encia marginal o libre

Esta encia es de un color rosado coral y es de consistencia firme, se localiza tanto
vestibular como palatina o lingualmente en los dientes y los rodea a nivel

amelocementario en forma de collar, midiendo 1 mm aproximadamente. Su porcion



mas apical se le llama cénit gingival. Se extiende apicalmente desde el borde
gingival hasta el surco gingival. Esta encia se une al diente por medio del epitelio

de union. (5-7) La encia marginal da forma a la pared blanda del surco gingival.

El surco gingival es una hendidura alrededor del diente, la superficie del diente y el
epitelio que recubre el margen libre de la encia lo definen, tiene un espesor de 3

mm o menos. (5)

2.1.2.3 Encia insertada

Se le conoce como encia adherida y es la encia que continta a la encia marginal.
Esta encia es firme, es resistente y se une al periostio alrededor del hueso alveolar.
Tiene una consistencia de puntilleo caracteristica y tiene la forma festoneada del
hueso subyacente. Su extension va desde la union mucogingival hasta la proyeccion
de la superficie externa de la parte mas profunda del surco gingival, midiendo
alrededor de 4-6 mm en vestibular de incisivos y molares. En la zona lingual termina
en la unién de la mucosa alveolar lingual y en la zona palatina se difumina con la

mucosa que conforma el paladar. (5,6)

2.1.2.4 Encia interdental

También se le conoce como papila interdental, esta se encuentra justo encima (en
el maxilar), y justo por debajo (en la mandibula) del punto de contacto entre los
dientes. Su forma es piramidal y depende de la presencia o ausencia del punto de
contacto dental, asi como de las dimensiones de las superficies proximales, de la

cresta 0sea y de la distancia que exista entre los dientes. (5,6)



2.1.2.5 Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo especializado que cubre las raices de los dientes, y los une
con el hueso. Su localizacion es entre el hueso alveolar que cubre a las raices y el
cemento radicular y mide alrededor de 0.2 a 0.4 mm. Tiene varias funciones, como
la proteccion contra lesiones causadas por las fuerzas masticatorias y mecanicas,
absorbiendo y transmitiendo al hueso, mantiene los tejidos y une al diente con el
hueso alveolar. Ayuda en la reparacién, modelacion y regeneracion de los tejidos
periodontales y determina la movilidad dentaria dentro del alveolo gracias a su

espesor y altura y calidad. (5-7)

Las fibras que lo componen estan conformadas por colageno (en su mayoria tipo |
y Il1). (5,6) Se disponen en 6 grupos: Transeptales, horizontales, fibras de la cresta
alveolar, oblicuas, apicales e interradiculares formando una red de fibras. (6)

Las fibras de Sharpey son las porciones terminales de las fibras principales que se
encuentran embebidas tanto en cemento como en hueso, en el cemento acelular se
encuentran mineralizadas por completo y en el cemento acelular y en el hueso se

encuentran mineralizadas en la periferia. (6)

2.1.2.6 Cemento

El cemento es la porcidbn anatdmica que cubre la raiz del diente. Es un tejido
mineralizado especializado avascular calcificado y tiene una porcion celular y una
acelular, es de color amarillento, mide alrededor de 0.5 a 0.6 mm en la porcién apical
y es menor en la porcion cervical. Tiene como caracteristica que se sigue
depositando durante toda la vida. Las fibras de Sharpey dan la principal fuente de
colageno al cemento a través de una via extrinseca, la cual es producida por los
fibroblastos. También recibe de una via intrinseca el colageno, esta via esta dada

por la matriz del cemento producido por los cementoblastos. Sus funciones son fijar



las fibras del ligamento a la raiz, asi como su participacion en el proceso de

reparacion al sufrir un dafo la superficie radicular y proteger a la dentina. (5,6)

d) Encia
—>marginal
a) Surco _ .
Gingival * —¢) Cenit

gingival

f) Encia

b) Cemento tm———— insertada

g) Union
c¢) Hueso _ mucogingival

alveolar ™

Figura 2. Estructuras que conforman al periodonto. Creado en Biorender.com. Fuente propia

2.1.2.7 Hueso alveolar

Es la parte del proceso alveolar en el maxilar y en la mandibula que da lugar y forma
a cavidades en las que se alojan los dientes, estos son los alveolos, que son
estructuras dependientes del estado y presencia de los dientes, ya que estos

definen su morfologia. (5)

Consta de laminas corticales que son formadas por hueso compacto, esponjoso y
alveolar. La mayor parte de las zonas vestibular y lingual de los alvéolos se
conforma de hueso compuesto y las zonas que rodean la ldmina dura en apical,

apicolingual e interradicular se conforman por hueso esponjoso. (5,6)

El hueso se encuentra en constante remodelacion por las demandas que ejercen

las fuerzas de masticacion y movilidad dentaria. (6)



2.1.3 Biotipos gingivales

Los biotipos gingivales (antes llamados fenotipos) son una categorizacion que toma
en cuenta un conjunto de caracteristicas de la encia a nivel bucolingual. Se define
como el grosor de la encia y su extension por la cara faciopalatal y faciolingual.

Seiberty Lindhe (1989) lo categorizaron en dos: grueso-plano y delgado festoneado.
(8)
En la dltima clasificacién de enfermedades periodontales, Cortellini y Bissada (9)

utilizaron la clasificacion de Zweers et al. para definir a los biotipos gingivales: (10)

e Biotipo delgado festoneado donde las coronas suelen ser triangulares,
convexidad cervical ligera, puntos de contacto incisales, poco tejido
queratinizado, encia y hueso delgados.

e Biotipo grueso plano donde las coronas de los dientes son cuadradas,
convexidad cervical notable, puntos de contacto amplios hacia apical, tejido
gueratinizado abundante, encia gruesa y fibrética, hueso alveolar ancho.

e Biotipo grueso festoneado donde se observa una encia gruesa y fibrotica,

dientes delgados, poco tejido queratinizado, encia festoneada.

2.1.4 Proceso salud enfermedad

La cavidad oral esta compuesta por un microbioma que coexisten en armonia con
el huésped, la interaccién resulta de la maduracién de la mucosa del huésped, asi

como del desarrollo del sistema inmune del huésped y sus habitos. (11)

La saliva, por su parte, juega un papel importante en el equilibrio y simbiosis del
microbioma oral. (12) La saliva participa en la generacion de la pelicula adquirida
gue cubre al diente y ayuda a la adhesion y colonizacién de los microorganismos,
también es responsable de la autoclisis, que es el proceso por el cual la saliva limpia

los detritos de alimento de la cavidad oral, ademas de proveer nutrientes a los



microorganismos a través de glicoproteinas, mineralizaciébn dental, actividad

antimicrobiana, reparacion de tejidos y digestion. (11,13)

La perturbacion o alteracion en el microbioma oral genera una disbiosis que puede
ser provocada por una higiene oral deficiente, sistema inmune perturbado, una
respuesta inflamatoria a un factor o una combinacién de estas variables. Esta
disbiosis se asocia, de igual forma, a la diversidad incrementada de
microorganismos que se extienden y reproducen y dan lugar a microorganismos

oportunistas. (11)

El inicio de la gingivitis inducida por biofilm empieza cuando la placa dental se
acumula por un periodo de tiempo que conlleva dias 0 semanas sin ser removida y
ocurre la disbiosis. Sus caracteristicas son signos y sintomas de inflamacion en la
encia marginal y no excede la unibn mucogingival, y esta puede ser reversible al
retirar el biofilm. Esta inflamacion es un requisito para el desarrollo de la periodontitis
y la progresion de pérdida de insercion y pérdida 6sea, por lo que su manejo es de

suma importancia en la prevencion de periodontitis. (14,15)

2.1.5 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria que se caracteriza por la
destruccion de los tejidos de soporte dental que conforman al periodonto. Es una
enfermedad crénica multifactorial asociada con la disbiosis del biofilm y se
caracteriza por distintos sintomas, los cuales incluyen la pérdida de insercion clinica,
pérdida Osea, presencia de bolsas periodontales y sangrado gingival. Esta
enfermedad puede llevar a la pérdida de 6rganos dentales y afecta al paciente en
la funcidbn masticatoria. (16)



2.1.6 Epidemiologia

Segun la OMS, se estima que la enfermedad periodontal afecta a aproximadamente
el 19% de la poblacion mundial adulta, es decir, mas de mil millones de personas a
nivel mundial, siendo la sexta enfermedad crénica mas comun en el mundo. (1) La
prevalencia global aumenta conforme a la edad desde la adolescencia hasta la
adultez y vejez, asi como un estatus socioeconémico bajo, ya que hay escaso
acceso al cuidado de la salud oral y su prevalencia es mas alta en los paises menos
desarrollados. (17) Un meta analisis concluyé que entre 2011 a 2020 hubo una
estimacion del 62% de prevalencia de periodontitis en adultos dentados y 23%

respecto a periodontitis severa. (18)

Los factores de riesgo que preceden a esta enfermedad incluyen el consumo de
tabaco, el uso de vapeadores, consumo de alcohol, dieta poco saludable alta en
carbohidratos, una higiene dental deficiente y enfermedades sistémicas como la
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). (1)

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, a través del SUIVE (Sistema
Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica), en 2010 report6 que en el
2008 los estados mas afectados en cuanto a gingivitis y enfermedad periodontal
eran Zacatecas, Hidalgo y San Luis Potosi, con una incidencia de 1742.9, 1656.5 y
1154.3, respectivamente, por cada 100 mil habitantes. Por otro lado, los estados
con menor incidencia fueron Quintana Roo, Nuevo Ledn y el Distrito Federal, ahora
Ciudad de México. (19)

Segun el indice Perioddntico Comunitario realizado por la SIVEPAB (Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales) en México en 2021 en una
muestra de 52,938 pacientes entre 20 y 99 afos, el 60% presentaron al menos un
signo de enfermedad periodontal, 23.6% presentaron gingivitis, 3.8% bolsas
periodontales superficiales y 1% bolsas periodontales profundas. Por otro lado, de
75,368 pacientes, 43.8% presentd un periodonto sano; a partir de los 50 afios de
edad, los pacientes estudiados que presentan periodontitis fueron 6 de cada 10.
(20)
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2.1.7 Clasificacion de la enfermedad periodontal

En 1999, el taller encargado de reclasificar la enfermedad periodontal la categorizo
en periodontitis cronica, agresiva (local o general), necrosante y como manifestacion
de enfermedad sistémica. Esta clasificacion se utilizé por 19 afios hasta que en el
2017 el World Workshop de la Federacion Europea de Periodoncia y Asociacion
Americana de Periodoncia la volvieron a clasificar. Esto se debio a que desde 1999
se ha recopilado nueva informacion, tanto en estudios como en investigaciones
cientificas que han evaluado los factores sistémicos y ambientales de la
enfermedad. (21) Este workshop acordé que la nueva clasificacion de la enfermedad

periodontal se conforma de esta manera:
Salud periodontal, gingivitis y condiciones gingivales
Periodontitis

Otras condiciones que afectan al periodonto

A

Enfermedades y condiciones peri-implante

La seccion de salud periodontal, gingivitis y condiciones gingivales se categoriza a

Su vez en:

1. Salud periodontal y salud gingival
2. Gingivitis inducida por biofilm

3. Enfermedades gingivales no inducidas por biofilm

Se acord6 que se identifican 3 tipos de periodontitis:

1. Periodontitis necrotizante
2. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas
3. Periodontitis
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2.1.8 Diagnostico

Se genero una serie de criterios que estan destinados a clasificar al paciente con
enfermedad periodontal dentro de estadios y grados de severidad, los cuales nos
daran el diagnostico periodontal. El estadio dependera de la gravedad del caso, ya
sea por el manejo o por su condicion clinica, y evalla la severidad del caso. La
graduacion evalla el riesgo de progresion y el riesgo de cuanto, tanto la enfermedad
como el tratamiento, puedan llegar a afectar la salud general del paciente. El estadio
consta de 4 categorias que van del 1 al 4 y considera la pérdida de insercion clinica,
pérdida 6sea, profundidad al sondeo, defectos 6seos, compromiso de la furca,
movilidad, pérdida de érganos dentales. Asimismo, el grado consta de tres niveles:
A, By C, donde A es riesgo bajo, B es riesgo moderado y C es riesgo alto de
progresion, y considera la salud general del paciente y factores ambientales. (22)

2.1.9 Estadios

Como se menciond anteriormente, los estadios van del 1 al 4 y se consideran 3

factores: la severidad, la complejidad y la extension y distribucion.

Con respecto a la severidad, se consideran 3 variantes: la pérdida de insercién
clinica, la pérdida 6sea a nivel radiogréfico y la pérdida de dientes. En la pérdida de
insercion clinica, podemos concluir un estadio 1 cuando hay de 1 a 2 mm de pérdida,
estadio 2 cuando hay de 3 a 4 mm, estadio 3 0 4 cuando hay 25 mm. En la variante
de pérdida 6sea, a nivel radiografico, el estadio 1 es cuando abarca el tercio coronal
(<15%), el estadio 2, el tercio coronal del 15% al 30%, y el estadio 3 o0 4, cuando se
extiende a la mitad o al tercio apical de la raiz. Y finalmente, en la variante de pérdida
dental, en los primeros dos estadios no se observa pérdida de piezas dentarias
causada por periodontitis; en el estadio 3 hay < 4 dientes perdidos debido a la
periodontitis y estadio 4 = 5 dientes perdidos debido a la periodontitis. (16,22)
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Es importante mencionar que el estadio 1 se determina a partir de la pérdida de
insercion clinica, si ésta no se puede determinar, se utiliza la pérdida 6sea

radiograficamente.

La complejidad se categoriza de manera local en el estadio 1 cuando hay un maximo
a la hora del sondeo de <4 mm con pérdida de hueso mayormente horizontal. El
estadio 2 es cuando el sondeo maximo es de <5 mm y la pérdida 0sea es en su
mayoria horizontal. El estadio 3 se agrega la complejidad del estadio 2, sumando
una profundidad de sondeo de 26 mm, pérdida 6sea vertical 23 mm, involucramiento
de la furca clase Il o Ill, defecto de la cresta moderado. El estadio 4 agrega la
complejidad del estadio 3, sumando la necesidad de una rehabilitacion compleja
debido a una disfuncién masticatoria secundaria a trauma oclusal con una movilidad
dental 22, defecto de la cresta severo, colapso de mordida, con menos de 20 dientes

remanentes (10 pares opuestos). (22)

Se debe considerar que un involucramiento de la furca de clase 1l o Il afecta la
severidad sin importar el nivel de insercion clinica. La distincion entre los estadios 3
y 4 se basa en el nimero de dientes perdidos y disfunciones masticatorias. Si el
paciente tiene una pérdida de =5 dientes debido a la periodontitis y/o <20 dientes
remanentes y/o necesita tratamiento para rehabilitar alguna disfuncién masticatoria,
se le asignaré estadio 4. Si hay menos de 4 dientes perdidos debido a la periodontitis
y no necesita rehabilitacion por disfunciébn masticatoria, entonces se le asigna el
estadio 3. La extension y distribucién se describe: es localizada cuando son <30%
de los dientes involucrados o generalizada cuando son mas del 30% y si se

encuentra un patrén en incisivos o molar. (16)
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Tabla 1. Clasificacion de estadios de la enfermedad periodontal. Severidad,
complejidad, distribucion y extension. (22)

Periodontitis Estadio | Estadio Il Estadio IlI Estadio IV
Pérdida de
insercién 1-2 mm 3-4 mm =5 mm =5 mm
clinica
Severidad Pérdida 6sea Tercio coronal Tercio coronal  Se extiende igual o mas del
(<15%) (15-30%) tercio medio radicular
Pérdida de
dientes por Sin pérdida dental < 4 dientes =5 dientes

periodontitis

Ademés de Ademas de la

la complejidad
compleiidad del estadio I,
del zstjadio ¢ Necesidad de

rehabilitacion
compleja por:
e Disfuncién

« Profundidad s Profundidad * " refundidad

de sondeo de sondeo rﬂg;g{fg% masticatoria
maximo < 4 maximo <5 mm e Trauma
Complejidad Local e Mayoriade e Mayoria de frrd oclusal
A A e Pérdida .
pgrdlda pgrdlda 6sea vertical secund_a_rlo
Osea Osea >3 mm con movilidad
horizontal horizontal eLesién en dental gr,ado
furca clase I 2 0mas
oIl . Defectots de
cresta
(e severs
moderados  ° <20 dientes
remanentes
Para cada estadio:
Distribucion y Localizado (<30% de dientes involucrados)

Extension Generalizada; o
Patrén incisivo/molar

2.1.10 Grados

Con respecto a la graduaciéon, se divide en 3 niveles: el grado A, que es de
progresion lenta; el grado B, de progresiéon moderada; y el grado C, de progresion
rapida. Usualmente, a todos los pacientes de entrada se les asigna el grado B y
posteriormente se ajusta el diagnostico al considerar los factores de riesgo o
modificadores de grado, como el fumar y la DMT2. Se consideran dos variantes
para la determinacion del grado, que son los criterios primarios y los modificadores
de grado. (16,22)
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En los criterios primarios se consideran 2 variantes que son la evidencia directa de
progresion y la evidencia indirecta. La evidencia directa siempre es la primera
opcion para determinar el grado y si no se encuentra disponible entonces se usa la
indirecta. (22)

La evidencia directa son los datos longitudinales como la pérdida de insercion clinica
y pérdida Osea radiografica, el grado A se determina cuando no hay evidencia de
pérdida en 5 afos; el grado B se determina cuando hay pérdida de <2 mm en 5

anos; el grado C se determina cuando hay 22 mm en 5 afios. (22)

La evidencia indirecta, en cambio, considera el porcentaje de pérdida 6sea sobre la
edad y también considera el fenotipo. El porcentaje de pérdida 6sea sobre la edad
se determina en el grado A cuando existe <0.25%, grado B 0.25 a 1% y grado C
>1%. En cuanto al fenotipo el grado A es cuando hay grandes cantidades de
deposito de biofilm con poca destruccion, grado B destruccion y niveles de depdsitos
de biofilm proporcionados, grado C cuando la destruccién excede a los depdsitos
de biofilm con progresiones rapidas. En este punto se establece el grado, pero se

puede modificar basandonos en los factores de riesgo. (16,22)

Los modificadores del grado son los factores de riesgo y se consideran el fumar y
la DMT2. En cuanto a fumar se determina el grado A los no fumadores, el grado B
a fumar <10 cigarros al dia, y el grado C a fumar =10 cigarros al dia. En la DMT2 el
grado A son pacientes con niveles de glucosa normal o no diabéticos, el grado B
hemoglobina glicosilada (HbA1c) <7% en pacientes con DMT2 Y el grado C HbAlc
=7% en pacientes con DMT2. (16,22)
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Tabla 2. Clasificacién por grados de la enfermedad periodontal. Criterios

primarios y modificadores de grado. (22)

Progresion Grado A Grado B Grado C
9 Lento Moderado Rapido
Pérdida 6sea
Evidencia rad!og_raﬁca Sin pérdida <2mmenb5 22mmen5
. o pérdida de ~ ~ ~
directa ! - en 5 afios afios afios
insercion
clinica
o -
% depérdida ;) 55, 0.25a1% >1%
Osea/edad
La
o destruccion
Criterios excede las
Primarios expectativas
Evidencia Depositos de i1 e cion a
indirecta biofilm altos conmensurada  comparacion
Fenotipo con nivel de P de los
. con depdsitos .
destruccion s depositos de
. de biofilm o
bajo biofilm,
patrones de
destruccion
rapida o
temprana
Fumar No fumador <10 mgiaarros al 210ac|:|ggrros
Modificadores  Factores de S 5
de grado riesgo . _ Nor_mo _ HbA_lc <7% en HbA1c_ 27%
Diabetes glicémico/sin  pacientes con  en pacientes
diabetes diabetes con diabetes

2.1.11 Instrumental para diagndstico

Las sondas periodontales son el instrumento mas usado para la evaluacion del
periodonto. Se clasifican en sondas manuales, sondas de fuerza constante
controlada, sondas de fuerza constante automatizadas, Yy sondas
multidimensionales. Las caracteristicas morfoldégicas de las sondas pueden limitar
las mediciones dependiendo de sus angulaciones, forma, anchura, fuerza,
especificidad de su punto de referencia. Las sondas periodontales mas usadas son
la sonda OMS (Organizacién Mundial de la Salud), la sonda UNC (Universidad
Carolina del Norte) y la sonda Colorvue. La sonda OMS mide 11.5 mm y marca en
3.5, 5.5, 8.5y 11.5 mm, tiene un diametro de 0.25 mm desde la unién de la esfera

con la punta activa y la esfera en el final de la punta activa mide 0.5 mm de diametro.
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La sonda Carolina del Norte es un instrumento avalado por la Federacion Europea
de Periodoncia y la Asociacion Americana de Periodoncia para el diagnostico
periodontal, (22) tiene un diametro en la punta de 0.5 mm y mide 15 mm de largo,
marca cada milimetro. La sonda Colorvue es plastica y tiene una punta redondeada
que mide 0.5 mm de didmetro y mide 12 mm de largo, marca cada milimetro. (23)

El uso de radiografias periapicales y aleta de mordida es indispensable para el
diagndstico, pues a través de estas se observa la pérdida 6sea, pues son un método
de diagndstico rapido, facil y accesible, ademas de una exposicion a la radiacion
minima, pero tiene sus desventajas, pues al ser imadgenes en 2D, la interpretacion
puede estar limitada. Por otro lado, la tomografia computarizada Cone-Beam es una
herramienta que permite que el diagnostico sea 3D, teniendo mas precision para la
localizacion de las estructuras anatémicas, asi como su evaluacion, aunque de igual
forma tiene sus limitaciones, como mayor exposicion a la radiacion, es una técnica
mas invasiva, mas costosa e incobmoda. Dependera el caso de cada paciente para

elegir la herramienta de diagndstico de imagen. (16,24)

2.1.12 Tratamiento periodontal

El tratamiento debe realizarse de manera incremental, es decir, completar cada
paso de manera exitosa, el paciente debe estar informado de cada paso a realizar
y el plan de tratamiento puede cambiar dependiendo del desarrollo de la

enfermedad, los factores de riesgo y el éxito de cada paso. (25)
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2.1.12.1 Primer paso

El primer paso del tratamiento periodontal esta dirigido a la motivacion del paciente
para modificar sus hébitos de higiene dental. El control de los factores de riesgo, ya
sean locales o sistémicos como la DMT2 o el tabaquismo, es parte fundamental de
esta etapa. El objetivo de esta etapa es la educacion al paciente para generar
habitos preventivos que ayudaran a controlar la inflamacién gingival y la cantidad

de biofilm supragingival a través del retiro mecénico del mismo. (25,26)

El control del biofilm supragingival realizado por el paciente se logra a partir del uso
de auxiliares de la higiene bucal, estos auxiliares involucran el cepillado dental con
un cepillo dental adecuado, ya sea manual o mecanico, cepillos interdentales para
una salud gingival interproximal, pasta dental con flor, uso de hilo dental con una
técnica adecuada y vigilada, irrigadores orales y enjuagues bucales. Una técnica de
cepillado adecuada debe ser ensefiada por el odontdlogo y debe ser seleccionada
de acuerdo a las necesidades del paciente, ya que el cepillado manual es la técnica
a través de la cual se lograra la remocion del biofilm y, por lo tanto, la disminucion

de la gingivitis. (27)

La remocion de calculo supragingival la debe realizar el clinico con el instrumental
adecuado, como curetas o ultrasonido, y se debe considerar la presencia de
factores retentivos como restauraciones mal ajustadas o proétesis y tratar estas
afecciones, asi como mantener su limpieza. (25) La remocion de calculo puede ser
realizada de manera manual, con ultrasonido o una combinacién de ambas, la
ventaja que ofrece el uso de ultrasonido es la disminucion del tiempo empleado en
la remocion en comparacion con el uso de instrumentos manuales, pues el uso de
ultrasonido agiliza la remocion de calculo. En una revision sistematica se concluyo
gue no existia diferencia en cuanto a resultados entre el uso de instrumentos
manuales o el uso de ultrasonido. (28) Tampoco existe diferencia entre ambos

respecto al grado de inflamacion post instrumentacion. (29)
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Los factores de riesgo mas predominantes son el tabaquismo y la DMT2, aunque
existen diversos factores mas, como son el estrés, alimentacion excesiva en
carbohidratos, sobrepeso e incluso sedentarismo, por lo que se recomienda la
realizacion de actividad fisica y un cambio dietario reduciendo la cantidad de
alimentos con alto contenido de carbohidratos, consultando un nutriélogo, asi como
el cese del tabaquismo. El objetivo es motivar al paciente a que cambie o reduzca
estos habitos y en caso de la DMT2, referir con un especialista para su control
glicémico. (26,30)

2.1.12.2 Segundo paso

Este segundo paso se dirige hacia la remocion subgingival del biofilm y calculo, lo
que incluye el raspado, desbridamiento subgingival y alisado radicular. Estos
procedimientos son llamados instrumentacion subgingival y no son quirargicos. Este
paso requiere que el primero sea logrado de manera exitosa, pues se necesita un
ambiente limpio. Al realizar estos procedimientos, si no se tiene un habito de
limpieza estable y adecuado o sin el control de factores de riesgo, el tratamiento va
a fallar, pues habra recidivas. Al finalizar este paso, debe pasar un tiempo de

recuperacion de 4 a 6 semanas, posteriormente, se reevalla al paciente. (25,31)

Si después del segundo paso no se logra que las bolsas periodontales sean
menores o iguales a 4 mm o persiste el sangrado en bolsas de 6 mm, entonces se
implementa el tercer paso. Si se logra, entonces el paciente se remite a tratamiento

de control y soporte de la enfermedad periodontal. (25)

La instrumentacion subgingival se usa para lograr la reduccion de bolsas
periodontales mayores a 5 mm, reduccion de inflamacion gingival y reduccion de
zonas afectadas. Esto se logra removiendo los depdsitos duros, como calculo, y
suaves, como biofilm, de la superficie del diente y debajo de la encia marginal. Se
considera exitoso cuando se reducen las bolsas periodontales, midiéndose a través
del uso de una sonda UNC menor o igual a 4 mm. La instrumentacion se realiza
bajo anestesia local y se pueden utilizar instrumentos como curetas, raspadores y
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ultrasonidos, ya sea individualmente o en conjunto, por cuadrante o por arcada.
Dependiendo del estadio, severidad y grado en el que se encuentre la enfermedad,
la instrumentacion gingival puede reducir la necesidad de un tratamiento, ya sea

quirargico o mas extenso. (25,28)

El uso de antisépticos se puede considerar como ayudante a la instrumentacion
subgingival, un ejemplo es la CHX en colutorio al 0.2% después de la
instrumentacion, ya que presenta propiedades antimicrobianas y anti biofilm. (32)
Este agente se utiliza como profilactico, adyuvante y postratamiento; sin embargo,
se deben considerar los efectos adversos que puedan producir en el paciente, como
la tincién dental, glosodimia, descamacion de la mucosa oral, inflamacion de la
glandula paroétida, pérdida de sabor, adormecimiento, xerostomia y parestesia oral,
por lo que se usan por un periodo de tiempo limitado en casos especificos y solo
bajo supervision del odontologo. (2)

Otro agente utilizado como adyuvante es el hipoclorito de sodio (NaCIlO), por sus
actividades antimicrobianas, pues inhibe las enzimas bacterianas. Un metaandlisis
revel6 una disminucion estadistica en la reduccion de la profundidad de bolsa
periodontal usando hipoclorito de sodio, asi como una reduccién en el nivel de
insercion clinica comparandolo con solo el tratamiento no quirdrgico, asi como una

reduccion de la recesion gingival. (33)

Por otro lado, tenemos a la yodopovidona como agente adyuvante, pues presenta
propiedades bactericidas. En el meta analisis previamente mencionado se observé
gue no habia una diferencia respecto a la profundidad de bolsa al usar
yodopovidona comparandolo con el solo tratamiento no quirdrgico de forma
inmediata, sin embargo, se observo una mejoria a los 6 meses del tratamiento
respecto al nivel de insercion clinico, aunque no se reporta alguna mejoria respecto

a la inflamacién o control de placa. (33)

El uso de antimicrobianos puede ser sistémico o local. De manera sistémica, existe
una ventaja al poder tener alcance de superficies orales, tanto a los fluidos, como a

los patogenos. (25)
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El uso de metronidazol en conjunto con amoxicilina provee mayor efectividad en
comparacion con otros antibioticos a la hora de curetaje y alisado radicular, ya que
reduce las bolsas periodontales y zonas de sangrado al sondeo, lo que sugiere un
impacto en la estabilidad clinica de los pacientes con periodontitis y una reduccion
de la necesidad de un tratamiento quirargico en el futuro. Sin embargo, siempre se
deben considerar los efectos adversos del uso de antibidticos, asi como el estado

de salud general del paciente para su uso. (34)

2.1.12.3 Tercer paso

Como se mencion6 anteriormente, el tratamiento debe ser de manera incremental,
lo que significa que debemos lograr los primeros dos pasos para que este tercero
pueda tener éxito. Es de suma importancia enfatizar que se necesita tener un control
de la higiene bucal para poder realizar tratamientos periodontales quirargicos. En
pacientes en estadio lll, la profundidad de sondeo suele ser mayor a 6 mm, ademas,
pueden presentar cavidades en la raiz, furcaciones o bolsas intradseas. El objetivo
de este paso es poder tener acceso a las zonas donde no hubo respuesta con el
segundo paso, repitiendo el tratamiento de raspado y curetaje subgingival en bolsas
de 4 a 5 mm. Ademas, se puede realizar la regeneracion de lesiones a través de
cirugias resectivas, regenerativas en lesiones de furca y mucogingivales, asi como

cirugias de colgajo en bolsas periodontales mayores a 6 mm. (25)
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2.1.12.4 Tratamiento de soporte 0 mantenimiento

Después del tratamiento periodontal activo exitoso, el paciente puede ser
diagnosticado como paciente con periodontitis con periodonto reducido sano o
paciente con periodontitis con inflamacion gingival. Estos pacientes pueden tener
recidivas, por lo que es importante que continlen con un tratamiento de soporte y

mantenimiento. (25)

Esta etapa del tratamiento tiene como objetivo la monitorizacion y evaluacién del
periodonto y se suele realizar en intervalos de 2 a 6 meses, dependiendo del
paciente y su estado periodontal, asi como su riesgo de recidiva. De igual forma, se

busca el reforzamiento de la higiene oral y el cuidado y monitoreo de héabitos. (31)

2.1.13 Etiologia

La periodontitis, como ya se mencion6 anteriormente, resulta de una disbiosis oral
provocada por la poca higiene oral que se forma con la presencia de cepas con un
alto patrén de virulencia como son el complejo naranja y rojo, (35) algun estimulo
fisico o quimico o una combinacién de estos. La enfermedad periodontal asociada
a biofilm inicia con una inflamacién aguda, la gingivitis, que es reversible al retirar el
estimulo. Si esta no se resuelve, la enfermedad evoluciona a un estado de
inflamacion cronica que resulta en la periodontitis y se caracteriza por la presencia

de un microbioma oral alterado o biofilm disbiético. (16,36)

2.1.14 Microbiota

La microbiota sana incluye miembros de los filos Firmicutes (Streptococcus spp.,
Veillonella spp., y Granulicatella spp.), Proteobacterias (Neisseria spp.,

Campylobacter spp., y Haemophilus spp.), Actynobacteria (Corynebacterium spp.,
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Rothia spp., y Actinomyces spp.), Bacteroidetes (Prevotella spp., Capnocytophaga
spp., Y Porphyromonas spp.), y Fusobacteria (Fusobacterium spp.) Espiroquetas,

Candida y Criptococos. (11)

Socransky (1998), propuso la categorizacion de bacterias periodontales de acuerdo
a su patogenicidad en complejos con codigos de colores, dando como resultado un
complejo rojo caracteristico de la periodontitis que es identificado por las bacterias
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola. (35) Este
complejo se relaciona con una profundidad de bolsa mayor y con el sangrado al
sondeo, y estas bacterias requieren de nutrientes para su crecimiento y replicacion.
(37) El complejo naranja también estd asociado al desarrollo de la periodontitis, este

incluye a patdgenos de especies Fusobacterium, Prevotella y Campylobacter. (36)

Un cambio en la microbiota hacia una disbiosis es el resultado de un conjunto de
estimulos que incluyen una respuesta inmune inflamatoria, habitos de higiene oral
deficiente y habitos nocivos que contribuyan a la inflamacion de tejidos orales, como
el fumar y una dieta alta en carbohidratos, asi como la presencia de enfermedades
de riesgo asociadas al desarrollo de la enfermedad periodontal, como la DMT2 o la
artritis reumatoide. (1,36,38)

2.1.15 Rol del sistema inmune en la periodontitis

Para lograr una homeostasis se requiere de un estado controlado del sistema
inmune, lo cual no sucede en la periodontitis debido a la cantidad de patégenos
presentes que estimulan la secrecién de citocinas proinflamatorias y que disrumpen
la regulacion del sistema inmune, siendo la respuesta innata la primera en combatir
a estos patdgenos. La periodontitis es el resultado del desequilibrio entre la
osteogénesis y las funciones osteoclasticas que provocan destruccion del hueso

alveolar. (39)

A grandes rasgos, la primera linea de defensa son los neutrofilos en el surco
gingival, ya que mantienen y regulan los tejidos periodontales fagocitando bacterias

y al mismo tiempo, secretan citocinas como IL-1 (interleucina-1), TNF-a (factor de
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necrosis tumoral alfa), IL-6 e IL-8, secretan enzimas destructoras de tejido y
especies reactivas de oxigeno, colagenasas y elastasas. (39—41) Después, los
macrofagos se dedican al reconocimiento, la fagocitosis, presentacion y eliminacion
de antigenos, asi como la curacion de tejidos, y ayudan a restablecer la
homeostasis; en presencia de lipopolisacéridos (LPS) las células M1 se activan y
producen IL-1, TNF, IL-6 e incrementan la respuesta inflamatoria, y en presencia de
LPS, TNF-a o IFN-y (interferon gamma), los macrofagos M2 secretan IL-6, IL-1p,
TNF-a y MMP-9 (metaloproteinasa 9). Sin embargo, las M2 posteriormente

producen citocinas antiinflamatorias y promueven la reparacion tisular. (39)

Por otro lado, las células dendriticas estimulan la activacion de células T y B,
también promueven la unién de la inmunidad innata y adaptativa secretando
citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 e IFN-y. (41) El epitelio gingival
actla como una barrera y ademas produce sustancias antibacterianas y reconoce
patrones moleculares asociados al microbioma, a patdégenos y a dafios (MAMPs,
PAMPs y DAMPs por sus siglas en inglés) a través de receptores reconocedores de
patrones (PRRs por sus siglas en inglés) que reconocen los LPS, estimulando
citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a. (39,41)

La respuesta inmune adaptativa actia como protectora de los tejidos periodontales.
Libera células presentadoras de antigeno a las células B y T. Si esta respuesta se
ve agravada, entonces los sintomas y dafio en el periodonto también se ven
agravados. Los linfocitos B se encargan de diferenciarse en células plasmaticas
para producir anticuerpos, ayudan a la fagocitacion y participan en la
inmunorregulacién y la respuesta inflamatoria al producir citocinas. Los linfocitos T
maduros se dividen en CD4+ y CD8+ y también se clasifican en células T ayudantes
y T reguladoras derivadas de CD4+ y en linfocitos T citotoxicos derivados de CD8+.
(41)

Las células T ayudantes (Th por sus siglas en inglés) Thl aumentan la expresion
citotoxica de la respuesta inmune y secretan IL-12, IFN y TNF inhibiendo la
restauracion tisular, mientras que las Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-3, ademas

de una proliferacion de células B y células plasmaticas, jugando un papel sinérgico
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entre ambas células Th. Si este balance se ve afectado, entonces progresa la

‘® ’ e

Neutréfilo  Linfocito T Linfocito B Maéréfago Osteoclasto  Citocinas

enfermedad inflamatoria. (39)

A) SANO
Disbiosis

B) PERIODONTITIS

Colonizacién de un
patdgeno clave

Figura 3. Respuesta inmune periodontal A) Periodonto sano: la masticacion estimula la actividad
inmune de la mucosa donde los neutréfilos se infiltran a través del surco gingival y las células
inmunes residen en el tejido gingival. B) Periodonto con periodontitis: (1) interaccion entre el
microbioma y células de inmunidad secretan citocinas de las familias IL-1, IL-6, y TNF; (2)
macrofagos secretan citocinas; (3) subsets de linfocitos secretan citocinas que activan a los
osteoclastos y hay destruccién de tejido.

Creado en Biorender.com. Fuente propia.

2.1.16 Rol del proceso inflamatorio en la periodontitis

La respuesta del huésped ante el estimulo inflamatorio induce una disbiosis en
regiones subgingivales. Cuando el huésped responde a la acumulacion del biofilm,
se activa la respuesta inflamatoria, alterando el microbioma y produciendo una
disbiosis. (11) Las respuestas inflamatorias ante esta disbiosis generan un
incremento del liquido crevicular gingival que degrada el coldgeno, también contiene

inmunoglobulinas, proteinas séricas, citocinas, quimiocinas, remanentes celulares,
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células descamadas del epitelio de la bolsa y péptidos de colageno derivados de la

degradacion de colageno generada por las metaloproteinasas. (40)

Las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF tienen efectos pleiotropicos en la
promocion de linfocitos y destruccion tisular. Al unirse con su receptor
correspondiente, las IL-1 activan los factores de transcripcion relacionados con la
activacion de células T y secrecion de citocinas inflamatorias. Las IL-6 regulan la
activacion de células B. La familia de TNF puede inducir la apoptosis y necroptosis,
asi como la destruccién de tejido periodontal. (39-41) Las citocinas también
modulan la produccion del receptor activador de ligando NF-kappa3 (RANKL por

sus siglas en inglés), quien activa osteoclastos para la resorcion ésea. (42)

La IL-1 es secretada al momento del dafio celular cuando se activa la respuesta
inmune y es activada por proteasas en el espacio extracelular, controlando la
respuesta inmune innata, y se eleva en el liquido crevicular de pacientes con
periodontitis. La IL-6 también se observa elevada en el liquido crevicular gingival de
pacientes con periodontitis y esta es producida por neutréfilos y macréfagos. EI TNF
es producido por macréfagos y linfocitos, modulando vias inflamatorias que
reclutan, activan y ayudan a células inmunes. (42,43)

2.1.17 Dafio oxidativo en la periodontitis

El estrés oxidativo (EOx) es un desbalance entre especies reactivas de oxigeno
(EROs) y la capacidad de la célula para generar una respuesta antioxidante
adecuada, lo cual genera un dafo oxidativo. Las EROs son radicales libres de
oxigeno y peroxido generados por células en diversos tejidos que en condiciones
fisiologicas son neutralizadas por antioxidantes para prevenir el dafio en tejido, pero
en exceso dafian estructuralmente las células y los procesos de reparacion celular
se ven afectados. (44) La periodontitis se caracteriza por la generacion de EROs
debido a la accion de fagocitos en el surco gingival y se generan en respuesta a
citocinas y bacterias provocando EOx. (45) Los neutrofilos son los principales
productores de EROs en la periodontitis, ya que son la primera linea de defensa y
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liberan EROs a través de la via NADPH oxidasa. (46) La respuesta de los
polimorfonucleares conlleva el incremento de EROs vy, por lo tanto, la destruccion
de tejido periodontal. (45) Las EROs causan dafio en el tejido a través de
peroxidacion lipidica, dafio en ADN, dafio proteico y oxidacion enzimatica. Los
productos de peroxidacion lipidica son los derivados de EROs mas estudiados en la
periodontitis y generan cambios en la funcion y estructura de las membranas
celulares, siendo el malondialdehido (MDA) el mas investigado en la periodontitis.
(44)

Por otro lado, los EROs provocan la fragmentacion de polipéptidos que afectan la
actividad funcional de las proteinas. Los grupos carbonilos son productos finales de
la oxidacién de proteinas generadas por EROs. Estos se asocian con estadios

avanzados de periodontitis y se evalldan en liquido crevicular, saliva y suero. (44)

2.1.18 Icarina (ICA)

2.1.18.1 Origen

El género Epimedium de la familia Berberidaceae es una hierba originaria de Asia,
con un gen de mas de 70 especies que se ha utilizado en la medicina tradicional
China por siglos. Sus hojas tienen una textura parecida al cuero y sus flores tienen
forma colgante de colores con 4 sépalos y 4 pétalos. Esta planta crece lentamente
en acantilados bajo humedad y llanos de 200-3700 m sobre el nivel del mar en

zonas como China, Corea del Sur y Japon. (47,48)
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Figura 4. Estructura quimica de la ICA. (48)
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2.1.18.2 Usos de ICA en la medicina tradicional

En la actualidad se han demostrado alrededor de 260 compuestos diferentes en la
Herba Epimedii (hojas secas de Epimedium), como flavonoides, polisacaridos,
aceites esenciales, acido fendlico, entre otros, y ha sido utilizada de manera
tradicional para tratar la impotencia, osteoporosis, menopausia, artritis,
hipertension, espermatorrea, pues muestra efectos anti-osteoporosis,
antiinflamatorios, anticancer y antioxidantes. (48) Epimedium wushanense y
Epimedium koreanum son las principales fuentes de Herba Epimedii en la
farmacopea China. Varias dinastias chinas han declarado los diferentes usos de
esta hierba, incluyendo el fortalecimiento de huesos, mejora de higado y rifiones y

aumento en la energia psiquica. (47)

2.1.18.3 Composicién

Los compuestos principales de Herba Epimedii son los flavonoides, el mas
representativo es la ICA que es un flavonoide prenilado. Este compuesto tiene un
grupo glucosilo en la posicién C-3, un grupo metoxilo en la posicién C-4, un grupo
prenilo en la posicion C-8 y un grupo ramnosa en C-7, su férmula molecular es
Cx:H.O: con un peso molecular de 676.67 g/mol (figura 4). Es cristalino y estable en
bajas temperaturas de -20°C durante 2 afios. Cuenta con una baja solubilidad y
estabilidad en agua. Su presentacion es un polvo amarillento soluble en piridina con
un punto de inflamabilidad de 300.9°C y un punto de ebulliciéon de 948.5°C. (47,48)
La ICA se extrae por diversos métodos, como la extraccion acuosa, la alcohdlica y
la cromatografia contracorriente de alta velocidad. De igual forma, se usa la
adsorcion de resina macroporosa que se usa para separar y refinar la ICA después

de su extraccion. (3)
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2.1.19 Propiedades antiinflamatorias de la ICA en diversos tejidos

La ICA ha demostrado regular células inmunes como M1, M2, células NK (asesinas
naturales, por sus siglas en inglés) y células T como Thl, Th2, Thl7, asi como
citocinas proinflamatorias, jugando un papel directo en la homeostasis y defensa de

estimulos dafinos como tumores e infecciones. (3)

Un estudio que investigo el efecto antiinflamatorio de la ICA en el tratamiento de
lesion articular de cartilago en un modelo murino y en células murinas de
condrocitos encontré que la ICA neutralizd la disminuciéon de la vitalidad de las
células provocada por TNF-a, mientras que en los animales la muestra de cartilago
tratada con ICA estaba histologicamente mas intacta que el grupo que no fue tratado
con ICA, aumento la expresion de matriz extracelular, el efecto del TNF-a se redujo,
asi como una reduccion de MMP-9 en los condrocitos. La ICA inhibi6 in vivo la via
de sefalizacion NF-kB/HIF-2a la cual esta asociada al desarrollo de osteoartritis,

demostrando que la ICA protege de la inflamacion a los condrocitos. (49)

Un estudio que administré6 dosis de ICA a ratas con inflamacién de colon por
envejecimiento demostré una reduccion de la expresion de TNF-a e IL-13 en el
colon de las ratas de edad mas avanzada, asi como el dafio de las uniones

intercelulares estrechas del colon provocadas por citocinas proinflamatorias. (50)

Otro estudio en el que indujeron insuficiencia cardiaca con isoproterenol en ratas
Wistar, demostré que el uso de la ICA como tratamiento redujo los niveles de TNF-
a significativamente al usar 5 mg/kg por 56 dias, ademas, inhibié la pérdida de
funciones sistdlica y diastélica y, en conjunto con sildenafilo, suprimié la expresion
de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas) y las expresiones alteradas de TNF-a e IL-10 volvieron a la normalidad.
(51)

La ICA ofrece actividades farmacoldgicas en desordenes del sistema nervioso. Se
cree que la ICA disminuye la respuesta inflamatoria de la microglia y reduce la
neurotoxicidad por el EOx, ademas, disminuye la produccion de amiloide-p, que
esta relacionada con el desarrollo de Alzheimer, asi como la regulacién de la
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proteina SIRT1, que protege a las neuronas, lo que sugiere que la ICA puede

mejorar el Alzheimer. (52)

Un estudio combind ICA con tratamiento hipotérmico en ratas con un modelo de
oclusion arterial cerebral media, demostrando una mejoria en el efecto inhibitorio de
hipotermia en infarto, déficit neuronal y muerte cerebral. También demostré una
disminucién significativa de TNF-a e IL-6, asi como una modulacion del PPAR,
factor Nrf2, NF-kB y el transductor de via JAK2 y la via STAT3. (53)

La ICA disminuye los niveles de los receptores de quimiocinas CX3CR1 y CX3CL1,
que son clave en el proceso inflamatorio de la aterosclerosis, reduciendo el area en
gue los macrofagos se pueden infiltrar. Atenda la proporcion citotoxica de células T,
disminuye la expresion de citocinas TNF-a e IL-17, inhibe la expresion de INOS/ NF-
kB para atenuar el dafio cardiaco inducido por isoproterenol. Regula la actividad de
la proteina SIRT6, inhibe a la fosfatasa y la expresion de la tensina homéloga de la

proteina PTEN, teniendo un efecto antinflamatorio y cardioprotector. (3)

Un estudio muestra el efecto de ICA en el cancer de pulmoén, inhibiendo la
progresion de las células cancerigenas al regular las vias de sefializacién como la
P13K/AKT, también inhibe la proliferacion e induce apoptosis en células
cancerigenas A549 y H358. (54)

Asimismo, en modelos de cancer de mama, la ICA muestra efectos antitumorales al
atenuar el microambiente inmune e incrementa la expresion de SIRT6, inhibiendo
la expresion de NF-kB p56 y disminuyendo los niveles de proteina de ligando-

muerte programada (PD-L1) en los tumores. (55)

En el caso de carcinoma hepatocelular, el tratamiento con ICA disminuye el nimero
y extension de células supresoras de mieloide derivado polimorfonucleares (PMN-
MDSC) y de tejidos esplénicos al inhibir las actividades de STAT3, ademas, se logra
un aumento de interferones que producen células CD8+T lo que significa que la ICA

promueve funciones antitumorales de linfocitos T citotdxicos. (56)

La ICA participa en la remodelacion 6sea estimulando la expresion de genes como

fosfatasa alcalina 6sea (ALP), osterix (Osx), RUNX2, proteinas morfogenéticas
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O0seas BMP-2 y -4. Se ha demostrado en diversos estudios que no afecta la

viabilidad celular y no presenta citotoxicidad. (57)

2.1.20 Propiedades antioxidantes de la ICA

La variacion entre la produccion de EROs y/o especies reactivas de nitrogeno
(ERNS) y la capacidad celular de contrarrestar esta variacion mediante la defensa
antioxidante se conoce como EOx. Cuando se producen excesivamente EROs,
estas generan un deterioro oxidativo de las moléculas que se encargan del
envejecimiento y varios trastornos como el cancer y las enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares y conllevan la disfuncién y muerte celular.
(58)

La ICA es un flavonoide prenilado aislado de la planta de género Epimedium. Los
flavonoides son compuestos con estructuras fenodlicas que se encuentran en las
vacuolas de las células de las plantas y tienen la capacidad de eliminar especies

reactivas de oxigeno. (59,60)

En el estudio previamente mencionado donde indujeron insuficiencia cardiaca con
isoproterenol en ratas Wistar, el tratamiento con ICA demostré una disminucion
significativa de los niveles de MDA en comparacion con el grupo que no recibio
tratamiento. Por otro lado, la ICA demostré una regulacién de los niveles de glutation
reducido (GSH), que es un protector contra dafio oxidativo en ADN, y previno una
caida del nivel de superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), que son enzimas

gue protegen a las células de los radicales libres. (51)

Un estudio donde se indujo endometriosis con LPS en ratones demostro que el
tratamiento con ICA redujo significativamente los niveles de MDA, ademas, regulo
los niveles de SOD1 y CAT. (61)

Un estudio que evaluo las propiedades antioxidantes de la ICA en ovocitos porcinos
demostré una reduccion del nivel de EROs en ovocitos tratados con ICA en

comparacion con el grupo sin tratamiento, también se midié el nivel de GSH y se
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observé una tincion mas intensa en los grupos tratados con ICA en comparacion

con el grupo sin tratamiento. (62)

Por otro lado, un estudio comparo a la ICA con la indometacina en un modelo animal
donde se les inyecto carragenina en la pata y se evalué el nivel de MDA, GSH, SOD,
CAT, glutation peroxidasa (GPx) y glutatiéon reductasa (GR). Se observé una
disminucién de MDA en el grupo ICA en comparacién con el grupo sin tratamiento.
También se observé un aumento de GSH, SPD, CAT GPx y GR en comparacion

con el grupo sin tratamiento. (63)

2.2  Antecedentes directos del problema

2.2.1 Efecto de la ICA sobre el periodonto

Un estudio que aplico ICA via inyeccién local en un modelo de periodontitis en
minipigs demostrdé una mejoria en la regeneracion de tejido y hueso en zonas con
defectos periodontales. Estos defectos se crearon aplicando una sutura de seda
alrededor de la regién cervical de los primeros molares para establecer la
periodontitis. Se aplicé ICA por medio de una Unica inyeccion, clinicamente, el grupo
de ICA no mostré enrojecimiento gingival y demostr6 una recuperacion en el margen
gingival a un nivel relativamente normal. Usando tomografia computarizada, la ICA
demostré6 un aumento de la altura del hueso alveolar. A través de un estudio
histopatolégico, se observé una regeneracion de las fibras de Sharpey y del
ligamento periodontal, se observaron menos células inflamatorias, cemento nuevo

y ancho, asi como maduro y mas cementoblastos. (64)

Otro estudio previo empled un hidrogel de ICA modificado con nanofibras de carbén
(CNF) el cual fue activado con infrarrojo para tratar la periodontitis en un modelo de
ratas Sprague Dawley induciendo la periodontitis con ligadura ortodéntica y de seda
en los primeros molares inferiores. Se dividieron en 4 grupos de manera aleatoria:

grupo control, grupo con periodontitis, grupo ICA con nanofibras de carbén y grupo
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ICA con nanofibras de carbén e infrarrojo. El gel fue aplicado por 10 min cada 2 dias
por 30 dias. Después del sacrificio, se analizé histologicamente el tejido,
demostrando un aumento de hueso alveolar, una reparacion del tejido periodontal y
la condicion inflamatoria menos severa en el grupo tratado con ICA-nanofibra-

infrarrojo en comparacion con el grupo sin tratamiento. (65)

Por otro lado, un estudio evaluo el efecto de la ICA en fibroblastos de ligamento
periodontal humano en concentraciones de 10, 20 y 50 um. A través de un estudio
de viabilidad celular, encontraron que esta incrementé en los fibroblastos al ser
tratados con ICA en los dias 2, 3 y 4. También reportaron que la ICA disminuy¢ la
apoptosis celular, la expresion de MMP-1 se redujo, asi como una disminucion de
TLR-4 y de la fosforilacién de p65, por lo que sugieren que la via TLR-4/NF-kB es
suprimida por la ICA. (66)

Un estudio reciente en ratones indujo la periodontitis a través de ligadura ortoddntica
en los primeros molares superiores y la inoculacion de P. gingivalis. Se les
administré 10 um de ICA via oral cada dos dias por 6 semanas. Posteriormente, se
evalud a través de estereomicroscopio y se observé una reduccién del 37% de la
distancia entre la unibn amelocementaria y la cresta del hueso alveolar en
comparacion con el grupo sin tratamiento. Esta distancia en el grupo tratado con
ICA se encontré cerca del nivel normal, pues no hubo diferencia significativa
comparado con el grupo control, ademas, se observé clinicamente una reduccion

de la inflamacion. (67)

2.3 Planteamiento del problema

La periodontitis es un problema de salud importante debido a su gran prevalencia,
pues es una enfermedad cronica inflamatoria que afecta al 19% de la poblacion.
mundial adulta. (1) En México en 2021, segun el indice Periodéntico Comunitario
realizado por la SIVEPAB, el 60% de los pacientes que participaron presentaron al
menos un signo de la enfermedad periodontal, (20) la cual se refiere a una

enfermedad cronica multifactorial que esta asociada con la formacion de biofilm
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derivado de una disbiosis microbiana y se caracteriza por la destruccion de los
tejidos y estructuras de soporte del diente que se manifiesta a través de pérdida de
insercion clinica, pérdida de hueso alveolar, presencia de bolsas periodontales y
sangrado gingival. Esta enfermedad conlleva la pérdida de piezas dentales, asi
como una discapacidad masticatoria. Ademas, afecta negativamente a la estética
dental y representa un riesgo a nivel sistematico, pues esta relacionada con

enfermedades sistémicas. (16,21)

Durante el tratamiento periodontal se utilizan un conjunto de adyuvantes como
soluciones antimicrobianas que ayudan a controlar la inflamacion, siendo la CHX el
principal agente utilizado, ya que ofrece beneficios antiinflamatorios y
antimicrobianos. Sin embargo, presenta desventajas en el paciente que conllevan
la tincion dental, glosodimia, descamacion de la mucosa oral, inflamacion de la
glandula paroétida, pérdida de sabor, adormecimiento, xerostomia y parestesia oral,
por lo que se indica su uso por un periodo de tiempo limitado en casos especificos

y bajo supervision del odontdlogo. (2)

En el presente trabajo, se propone evaluar los efectos antiinflamatorios de la ICA en
la periodontitis inducida en un modelo de ratas Wistar para poder proponer una
alternativa de tratamiento de origen natural como lo es la ICA, un compuesto
derivado de la planta de origen chino del género Epimedium que ofrece beneficios
antiinflamatorios en diversos sistemas. (3) El uso de la ICA en la periodontitis ha
sido poco explorado, se han hecho estudios en modelos murinos y en minipigs, asi
como en células periodontales, y se ha evaluado el nivel de pérdida Osea,
marcadores 0seos y marcadores inflamatorios. Este estudio aborda el tratamiento
coadyuvante por medio de una propuesta de origen natural en un modelo animal
con el fin de medir los efectos antiinflamatorios para demostrar su eficacia en la

periodontitis inducida.
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Il JUSTIFICACION

La periodontitis es una enfermedad progresiva que es prevenible. Se produce por
una disbiosis en la microbiota oral, lo que conlleva la inflamacion; este signo se
presenta como gingivitis y en este punto es reversible si se hace un cambio de
habitos y se retiran y controlan los factores de riesgo. (14,15) Sin embargo, cuando
la gingivitis no es atendida, la disbiosis en conjunto con los factores de riesgo y la
poca higiene dental y nutricional provocan signos irreversibles como son la pérdida
de hueso alveolar, inflamacién del ligamento periodontal, formacion de bolsas
periodontales y pérdida de insercion clinica. Este conjunto de signos pone en riesgo
la permanencia de los dientes, pues el periodonto es el soporte de estos, por lo que
es importante su manejo terapéutico. El tratamiento conlleva varias etapas y se

suelen utilizar adyuvantes. (16,25)

Debido a que el tratamiento adyuvante de primera eleccién presenta efectos
adversos serios, (2) se ha buscado una propuesta alternativa de origen natural para
evaluar sus efectos antiinflamatorios como tratamiento adyuvante de la periodontitis
inducida en un modelo animal. La ICA, que es un flavonoide altamente utilizado en
diversas patologias como el cancer, es un compuesto natural derivado de la planta
Epimedium que se ha utilizado por miles de afios en la cultura China y presenta
actividades antiinflamatorias en diversos sistemas como el cardiovascular, nervioso

y en cancer. (3)

Si bien se han realizado estudios respecto a la ICA, los beneficios que tiene sobre
la periodontitis han sido poco explorados, por lo cual es un area de oportunidad para
demostrar su posible uso en la periodontitis. En este sentido, este estudio da pie a
su posible uso en el tratamiento adyuvante de la periodontitis en seres humanos
pues tiene como finalidad dejar un antecedente sobre los beneficios que se puedan

observar en la periodontitis inducida en un modelo animal.

Con este estudio se busca brindar una opcién natural al tratamiento periodontal que

evite el uso de agentes quimicos que son dafinos para la salud del paciente.
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IV. HIPOTESIS

La ICA tendré actividad antiinflamatoria y antioxidante en la periodontitis inducida

en un modelo de ratas Wistar.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de la ICA en la periodontitis

inducida en un modelo de ratas Wistar.

5.2  Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antiinflamatorio del tratamiento de la ICA en un modelo de
induccion de periodontitis en ratas Wistar.

2. Valorar el efecto antiinflamatorio del tratamiento de ICA en un modelo de
periodontitis inducido a través del andlisis histoldgico del tejido periodontal y
conteo de linfocitos.

3. Evaluar el efecto antioxidante del tratamiento de ICA en un modelo de
periodontitis inducido mediante la medicion de MDA vy la carbonilacién de

proteinas.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Contexto de la investigacion

Esta investigacion se llevd a cabo en el estado de Hidalgo, en la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH), en el Instituto de Ciencias de la Salud
(ICSa), en el bioterio del mismo instituto durante el periodo de enero 2024 a julio
2025. Las muestras se evaluaron y analizaron en el laboratorio de toxicologia de la
misma universidad. Durante el periodo de octubre de 2024 a marzo de 2025, las
muestras de tejido periodontal se procesaron y evaluaron histolégicamente en el
area de patologia del Hospital del Nifio DIF Hidalgo. La poblacion estuvo
comprendida por ratas Wistar. Los modelos de periodontitis inducida en roedores
han proporcionado una gran cantidad de informacién sobre el proceso de la
enfermedad periodontal y han sido ampliamente utilizados para probar nuevos
compuestos terapéuticos. El proyecto fue aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UAEH con el nimero de
aceptacion CICUAL-V-1/07/2024.

6.1.1 Tipoy disefio de estudio

El disefio de estudio de esta investigacion es experimental.

6.2 Seleccion de la poblacion, criterios de inclusion y exclusion

6.2.1 Criterios de inclusion

e Ratas Wistar macho de 6-8 semanas de edad provenientes del bioterio del
ICSa-UAEH.
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e Animales con respuesta positiva del proceso de induccién de la periodontitis.
e Animales que no presenten otras condiciones sistémicas.

e Animales que presenten condiciones periodontales adecuadas.

6.2.2 Criterios de exclusion

e Animales que presentaron anodoncia.
¢ Animales con anormalidades en forma y tamafio de érganos dentarios.
e Animales con algun proceso inflamatorio previo en el periodonto.

e Animales con erupcidn tardia o retencion dental.

6.3 Tamafo de muestra y muestreo

Se utilizaron 66 ratas Wistar macho de 6-8 semanas de edad adquiridas en el
bioterio del ICSa-UAEH. EIl tamafio de muestra fue calculado con base en
incidencias seriadas en los procedimientos de acuerdo a la siguiente formula
X=N/(A/100) x (B/100) Donde: X=Numero de animales final necesarios; N=Numero
minimo estadistico; A=100-% incidencia (100-30% incidencia de mortalidad por

sedacion); B=100-% incidencia (100-20% incidencia por bacteriemia) (68).

X=N/(A/100)(B/100)
X= 9/(70/100)(80/100)
X=16.07

X= 16 animales

16 animales X 4 grupos = 64 animales
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Se formaron 4 grupos de animales en forma aleatoria conformados por 16 animales

cada grupo tomados al azar, los cuales se organizaron de la siguiente manera:

e Grupo Control Negativo (CN): animales sin tratamiento.

e Grupo Periodontitis (PERIO): animales con induccion de periodontitis
experimental sin tratamiento.

e Grupo Clorhexidina (CHX): Induccion de periodontitis + tratamiento con
clorhexidina 0.2%.

e Grupo Icarina (ICA): Induccion de periodontitis + tratamiento con ICA 2%.
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6.4 Diagrama de disefio experimental
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6.5 Definicién de variables

Tabla 3. Definicion de variables

Variable Tipo Definicion Definicidn Unidad de
conceptual operacional medida
Inflamacion Dependiente  Inflamacion Se evalla SI/NO
gingival clinicamente
Bolsa Dependiente  Surco gingival Se evalla Mayor o igual
Periodontal patol6gicamente mediante el a3mm
profundizado que  uso de una
rodea el diente en  sonda UNC
el nivel del margen
gingival.
Concentracién Independiente Icarina Porcentaje de
del Compuesto concentracién
ICA 2%
Clorhexidina Independiente Clorhexidina Porcentaje de
concentracion
0.2%
Cuantificacion  Dependiente  Linfocitos Se evallade Numero de
de linfocitos manera linfocitos por
histol6gica a campo visual
través del (+)-10
microscopio linfocitos
por campo (++) 10-30
visual linfocitos
(+++) + 30
linfocitos
Dafo celular a  Dependiente  Oxidacion de Se evalla a nmol/mg
través de proteinas través de la proteina
carbonilacion promovidas por medicion de
de proteinas especies reactivas carbonilos en
de oxigeno tejido
Medicién de Dependiente  Malondialdehido Se evalla a nM/mg tejido
MDA a través través de la
de medicion de
peroxidacion MDA en tejido

lipidica

41



6.6 Induccion de la periodontitis en modelo experimental

6.6.1 Procedimiento

El modelo de induccion de periodontitis en ratas Wistar se realiz6 con base en el
protocolo de lonel et al. (69) estandarizada en el laboratorio previamente por
Izquierdo-Vega. (70) Para el procedimiento se utilizé Avertin (250 mg/kg i.p.), un
anestésico utilizado en roedores para procedimientos quirdrgicos, en los grupos
experimentales de PERIO, CHX e ICA.

Se coloco una ligadura de seda 3-0 USP en la zona interproximal de los incisivos
inferiores. Se evalué el proceso de evolucion de la enfermedad periodontal
diariamente durante siete dias y se registré el cuadro de periodontitis, el proceso

inflamatorio y la aparicion de la bolsa periodontal en los animales.

Los animales se mantuvieron en cuartos con una temperatura de 22+/-2 °C, con una
humedad relativa de 50%, con ciclos de luz oscuridad de 12 h, con libre acceso a
aguay alimento. A todos los grupos se les aliment6 con dieta estandar de laboratorio
para roedores (Formulab 5008; Purina Mills, St Louis, MO). Se registr6 diariamente
el peso de los animales con el uso de una bascula digital para asegurar que el
proceso de induccion de periodontitis no afectara el consumo de alimento diario y el

crecimiento en los animales.

6.7 Tratamiento de la periodontitis en modelo experimental

6.7.1 Preparacion de la ICA

Se disolvieron 20 mg de ICA (SIGMA-AIdrich) en 5 ml de etanol absoluto (SIGMA-
Aldrich) y se adicionaron 5 ml de goma xantana al 2% (peso/volumen) en agua
destilada, obteniendo un gel de ICA al 2% (peso/volumen) de concentracion. Dicho

compuesto se almacené a 4 °C durante el periodo del tratamiento.
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6.7.2 Procedimiento de aplicacion de tratamiento

A partir del dia 8, después de verificar el cuadro de periodontitis, se aplico el
tratamiento correspondiente a cada grupo experimental (grupo CHX gel de
clorhexidina al 0.2% de la marca BEXIDENT® de ISDIN y grupo ICA gel de Icarina
al 2%) 2 veces al dia (a las 8 am y a las 5 pm) durante 15 dias de forma topica
utilizando un micro aplicador en la zona de la lesion periodontal dejandolo actuar

durante 1 h (retirando el alimento y agua durante 1h).

6.7.3 Sacrificio de animales

Al finalizar los tratamientos, se sacrificaron a los animales en una camara de CO2y
posteriormente se obtuvieron las mandibulas de las ratas para realizar el andlisis
histoldgico. Se retird el tejido gingival de los grupos experimentales y se midi6 el
nivel de la cresta alveolar con una sonda UNC. Posteriormente, se realizé la

medicion de MDA vy la cuantificacion de carbonilos.

6.7.4 Medicidon de la cresta alveolar

Después del retiro de tejido gingival, se midio el nivel de la cresta alveolar con una

sonda UNC a todos los grupos experimentales.

6.8 Histologia en mandibulas

Después de la extraccion de las mandibulas de los animales, se lavaron las

mandibulas con solucion salina (NaCl 0.9% estéril) y se colocaron en formol al 4%
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(SIGMA-Aldrich) amortiguado con PBS (solucién salina tamponada con fosfato).
Posteriormente, se sumergieron en solucion descalcificante de acido nitrico al 7%
(SIGMA-Aldrich) de 28-32 h hasta poder cortar como mantequilla con una hoja de
bisturi los tejidos dental y éseo, obteniendo un corte sagital limpio. Posteriormente,
el tejido descalcificado se lavé con agua corriente y se colocé en bicarbonato de
sodio (SIGMA-Aldrich) al 10% en agua durante 24 h. Los tejidos fijados se
deshidrataron pasandose a través de concentraciones crecientes de alcohol hasta
llegar al alcohol absoluto (80°, 90°, 96° y alcohol absoluto) durante 1 h en cada
concentracion de alcohol, luego se clarificaron con xilol al 50% vy xilol absoluto
durante 1 h en cada uno vy, finalmente, las muestras se incluyeron en parafina
absoluta a 53-56 °C durante 1 h. Posteriormente, se colocaron en parafina absoluta
dos veces con una diferencia entre inmersion de 1 h. Se colocaron en moldes para
formar bloques de parafina, se llevaron a frio y se solidificaron por completo. Se
realizaron cortes de 4 um de espesor en un microtomo, los cortes se pasaron por
bafio Maria a 50°C y se colocaron en un portaobjetos, posteriormente, se secaron
en una parrilla a 40 °C. Las laminillas se tifieron con hematoxilina y eosina y se
colocaron en la parrilla a 40 °C durante 20 minutos. Para el montaje se coloco resina
natural y encima un portaobjetos para su preservacion y su posterior lectura al

microscopio optico.

6.9 Evaluacién de dafio oxidativo en el tejido periodontal

6.9.1 Cuantificacion de malondialdehido en el tejido periodontal

La peroxidacion lipidica resulta en productos de oxidacion secundarios como el
MDA. Este ha sido usado como biomarcador de peroxidacion lipidica y determinante
de EOx en situaciones clinicas; se detecta a través de espectrofotometria. EI| MDA
reacciona con acido tiobarbittrico (TBA) formando MDA-TBA que se absorbe en un

espectro a 532 nm y produce una coloracion rosada (71).

En tubos de 15 ml se colocaron 100 pL del homogenado y 200 uL de solucién TBA
por triplicado. Para el blanco se colocaron 100 puL de agua desionizada. La mezcla
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se homogenizd con vortex y se colocd en bafio maria a 90 °C por 40 minutos.
Posteriormente, se colocaron en hielo para detener la reaccion y se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos. Seguido, se colocaron 150 pL de la muestra en una

microplaca y se leyeron en el espectrofotdmetro a 532 nm.
6.9.2 Cuantificacion de carbonilos en el tejido periodontal

La carbonilacion de proteinas es de las modificaciones oxidativas mas comunes y
es un subproducto final de multiples vias de oxidacién que ocurren en la célula, lo
que lo hace un marcador de EOx importante. El contenido de carbonilos de
proteinas individuales puede evaluarse a través de la derivatizacién del grupo
carbonilo con dinitrofenilhidrazina (DNPH) que forma un producto estable de
dinitrofenilhidrazona (DNP) y se puede analizar espectrométricamente. El principal
mecanismo de carbonilacion de proteinas implica la accion directa de especies

reactivas de oxigeno (72).

La carbonilacién de proteinas en tejido gingival se realizé utilizando un kit de Sigma
Aldrich. En tubos de 1.5 mL se colocaron 100 pl de homogenado con Tritén (0.1 %
en PBS) y 10 ul de estreptozocina (10%). Se incubaron 15 min para posteriormente
centrifugar la mezcla a 13000 g durante 5 min. El sobrenadante se transfirié6 a un
tubo nuevo, se colocaron 100 ul de DNPH durante 10 min a temperatura ambiente,
luego se agregd 30 ul de &cido tricloroacético al 87% y se mezclaron en vortex
vigorosamente e incubaron en hielo durante 5 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a 13000 g durante 3 minutos y se eliminé el sobrenadante. A
continuacion, se agregd 500 pl de acetona fria, se mezclé en vortex y luego se
incubo durante 5 min a -20 °C. Se centrifugé a 13000 g durante 3 minutos y el
sedimento de proteina finalmente se disolvié en 500 pl de clorhidrato de guanidina
6 M mezclando en vortex. Se depositaron 100 pl de cada muestra en la placa de 96

pozos y se leyo en el espectrofotbmetro a 375 nm.
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6.10 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media * desviacion estandar. Se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) de una via con una prueba post hoc de Tukey con
un intervalo de confianza del 95 % para la medicion del nivel de la cresta alveolar,
MDA y carbonilos. Para la cantidad de linfocitos observados por campo visual, se
realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para grupos independientes. Se utilizé el
software SPSS Statistics 28.0.1.0
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VII. RESULTADOS

7.1 Efecto de la periodontitis inducida en modelo experimental

7.1.1 Peso corporal

El crecimiento y desarrollo de los animales no se afectaron por el proceso de
induccion de periodontitis, tampoco se modificé el consumo de alimento y agua en
los animales (datos no mostrados). En la figura 6 se observa la tendencia de
crecimiento promedio de los animales de cada grupo experimental, sugiriendo que

el proceso de induccién experimental no afectd el desarrollo y crecimiento de los

animales.
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Figura 6. Tendencia de crecimiento promedio de los animales de cada grupo
experimental.
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7.2 Efectos clinicos de la ICA en la periodontitis inducida

Se examinod visualmente el progreso clinico de la inflamacion en los grupos
sometidos a la induccién de periodontitis y aquellos que fueron tratados con ICA 'y
CHX evidenciando con fotografias. (Figuras 8-11). El grupo de PERIO mostro una
inflamacion significativa vs el grupo CN, lo que demuestra el éxito de la induccién
de la periodontitis en el modelo animal. En el ambito clinico, se observé una
disminucién de la inflamacion que comprende el enrojecimiento y la tumoracion en
los grupos CHX e ICA al finalizar el tratamiento en comparacion con el grupo PERIO,
sugiriendo que los tratamientos utilizados disminuyen los signos clinicos de la
inflamacion durante las dos semanas posteriores a la implementacion de los
tratamientos. Entre los grupos CHX e ICA no se observé una diferencia clinica a las
dos semanas de utilizar los tratamientos, lo que sugiere que el tratamiento con ICA
ofreci6 resultados clinicos similares a los del tratamiento con CHX al reducir los
signos clinicos de la inflamacion. En las figuras 8-11 se observa la evolucion de los
distintos grupos durante el tratamiento y posterior al sacrificio. En la figura 12 se
comparan clinicamente los 4 grupos experimentales a las dos semanas del inicio

del tratamiento.
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Figura 7. Comparacion entre grupos experimentales posterior a la induccién de la periodontitis, previo al
inicio del tratamiento. A) Grupo CN sin inflamacién clinica. B) Grupo PERIO, se observa inflamacion
clinica con signos de tumoracién en la encia, una encia rojiza y fibrosis en zona de lesién. C) Grupo CHX,
se observa una encia rojiza con tumefaccion y fibrosis en zona de lesion. D) Grupo ICA, se observa
tumefaccion, signos de inflamacion clinica y fibrosis en zona de lesion.
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Figura 8. Comparacion entre grupos experimentales después de dos semanas del inicio del
tratamiento. A) Grupo CN sin inflamacién clinica. B) Grupo PERIO, se observa inflamacion clinica con
signos de tumefaccién en la encia y una encia rojiza. C) Grupo CHX, se observa una encia rosada sin
tumefaccion. D) Grupo ICA, se observa encia rosada y sin tumefaccién.
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7.2.1 Medicién del nivel de la cresta alveolar

Pasados 30 minutos al sacrificio y después de retirar el tejido gingival, se midio el
nivel de la cresta alveolar de los diferentes grupos experimentales, observando una
pérdida de la cresta alveolar en los grupos PERIO, CHX e ICA (Figura 7 y tabla 4).
Se realiz6 una prueba de ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey
(tablas 5-7). El grupo CN resulto significativamente diferente al resto de los grupos
(p<0.001). No se observé una diferencia significativa en el grupo CHX vs grupo
PERIO (p=0.421), tampoco hubo diferencia significativa comparando CHX vs el

Figura 9. Medicién con Sonda UNC de la pérdida del nivel de la cresta alveolar 30
minutos posterior al sacrificio y después de retirar tejido gingival, donde HA es hueso
alveolar descubierto, la linea azul sefiala la cresta 6sea y la flecha sefiala la medicion
con sonda de la pérdida de la cresta 6sea. A) Grupo CN, 0 mm B) Grupo PERIO, 5 mm.
C) Grupo CHX, 5 mm. D) Grupo ICA, 3 mm.
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grupo ICA (p=0.421). Al comparar el grupo ICA vs el grupo PERIO, se observé

diferencia significativa (p<0.020).

Tabla 4. Prueba de ANOVA de un factor para la medicién del nivel de la
cresta alveolar en mm

F gll gl2 p

Cresta Alveolar 186 3 32 <0.001

Tabla 5. Prueba Post-Hoc de Tukey para la medicion del nivel de la cresta
alveolar

CN PERIO CHX ICA
CN Diferencia de medias — -4.440 -4.111 -3.778
valor p — <0.001 <0.001 <0.001
PERIO Diferencia de medias — 0.333 0.667
valor p — 0.421 0.020
CHX Diferencia de medias — 0.333
valor p — 0.421
ICA Diferencia de medias —
valor p —

7.3 Efecto de la ICA sobre el dafio oxidativo periodontal inducido

7.3.1 Efecto de la ICA sobre la cuantificacion de malondialdehido en la periodontitis

experimental inducida

La cuantificacion de MDA se realiz6 en todos los grupos experimentales (Tablas 8-
10, Figura 13). Se realiz6 una prueba de ANOVA de una via con una prueba Post
Hoc de Tukey para la comparacion entre los grupos experimentales y se observo
una diferencia significativa en la cuantificacion de MDA del grupo PERIO vs el grupo

CN (p<0.001), sugiriendo dafio oxidativo en la encia durante el proceso de
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induccion de periodontitis experimental. En cuanto al grupo ICA disminuy6
significativamente la concentracion de MDA vs el grupo PERIO (p< 0.001). EI mismo
efecto se observo con el grupo de CHX vs el grupo PERIO (p<0.001), lo que indica
su efectividad de proteccion contra el dafio oxidativo en la periodontitis inducida. En
los grupos de CHX y de ICA, no se observaron diferencias significativas entre ellos
y tampoco vs el grupo CN (p=0.079 y p=0.133 respectivamente) sugiriendo que
ambos tratamientos tienen la misma efectividad contra el dafio oxidativo inducido

por la periodontitis.
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Figura 10. Cuantificacién de Malondialdehido en tejido gingival. Valores expresados como media
+ desviacién estandar, ANOVA realizada con prueba post Hoc de Tukey; a vs CN p <0.001,
b vs PERIO p <0.001.
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Tabla 6. Prueba de ANOVA de una via para la medicion de MDA (mM/mg
tejido) en los grupos experimentales

MDA
Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1.515 3 0.505 52.004 <0.001
Dentro de 0.116 12 0.010
grupos
Total 1.631 15

Tabla 7. Prueba Post Hoc de Tukey para la mediciéon de MDA (mM/mg
tejido)

Variable dependiente: MDA

HSD Tukey

() J) Diferenci Error Sig. Intervalo de confianza

Grupo Grupos ade estandar al 95%

S medias (I- Limite Limite

J) inferior superior

CN PERIO -0.572" 0.069 <0.001 -0.778 -0.365
CHX 0,188 0.069 0.079 -0.018 0.395
ICA 0.166 0.069 0.133 -0.040 0.373

PERIO CN 0.572" 0.069 <0.001 0.365 0.778
CHX 0.760" 0.069 <0.001 0.553 0.967
ICA 0.738" 0.069 <0.001 0.531 0.945

CHX CN -0.188 0.069 0.079 -0.395 0.018
PERIO -0.760" 0.069 <0.001 -0.967 -0.553
ICA -0.022 0.069 0.988 -0.228 0.184

ICA CN -0.166 0.069 0.133 -0.373 0.040
PERIO -0.738" 0.069 <0.001 -0.945 -0.531
CHX 0.022 0.069 0.988 -0.184 0.228

*Indica la diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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7.3.2 Efecto de la ICA sobre la cuantificacion de carbonilos en la periodontitis

experimental inducida

La valoracion de carbonilos en la encia de las ratas experimentales se observa en
las Tablas 11-13 y Figura 14. Se realizé una prueba de ANOVA de una via con una
prueba Post Hoc de Tukey para la comparacion entre los grupos experimentales y
se obtuvo una diferencia significativa entre todos los grupos experimentales
(p<0.001) en los niveles de carbonilos en tejido periodontal. En el grupo PERIO se
observé un aumento significativo de concentracion de carbonilos vs el grupo control
(p<0.001) En cuanto al grupo ICA, disminuy6 significativamente la concentracién
de carbonilos vs el grupo PERIO (p<0.001), lo que indica su efectividad de
proteccion contra el dafio oxidativo por carbonilos en la periodontitis inducida. El
grupo CHX disminuy0 significativamente la concentracion de carbonilos vs el grupo
PERIO (p<0.001) y también mostré una disminucion significativa vs el grupo ICA
(p<0.001).
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Figura 11. Cuantificacién de Carbonilos en tejido gingival. Valores expresados como media *

desviacion estandar, ANOVA realizada con prueba post Hoc de Tukey; avs CN p <0.001, b vs PERIO
p <0.001, c vs CHX p <0.001.
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Tabla 8. Prueba de ANOVA de una via para la cuantificacion de Carbonilos
(nmol/mg proteina) en los grupos experimentales

CP nmol/mg proteina

Sumade o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 6222173.456 3 2074057.819 300.553 <0.001
Dentro de 82809.730 12 6900.811
grupos
Total 6304983.186 15

Tabla 9. Prueba Post Hoc de Tukey para la cuantificacion de Carbonilos
(nmol/mg proteina)

Variable dependiente: CP nmol/mg proteina

HSD Tukey

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de

Grupo  Grupo de estandar confianza al 95%

S S medias (I- Limite Limite

J) inferior superior

CN PERIO -633.53" 58.74 <0.001 -807.92 -459.14
CHX 1091.00° 58.74 <0.001 916.61 1265.4
ICA 364.26" 58.74 <0.001 189.87 538.65

PERIO CN 633.53" 58.74 <0.001 459.14 807.92
CHX 1724.54° 58.74 <0.001 1550.15 1898.93
ICA 997.8" 58.74 <0.001 823.4 1172.19

CHX CN -1091.00° 58.74 <0.001 -1265.4 -916.61
PERIO -1724.54" 58.74 <0.001 -1898.93 -1550.15
ICA -726.74" 58.74 <0.001 -901.13 -552.35

ICA CN -364.26" 58.74 <0.001 -538.65 -189.87
PERIO -997.8" 58.74 <0.001 -1172.19 -823.40
CHX 726.74" 58.74 <0.001 552.35 901.13

*Indica la diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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7.4 Histologia periodontal

7.4.1 Andlisis histolégico del efecto de la ICA sobre el tejido periodontal

experimental.

Se realiz6 una evaluacion histologica en cada grupo experimental mediante el uso
de un microscopio optico Olympus CX22LED (Tokio, Japén). Se evalué el tamafio
del espacio del surco periodontal en los diferentes grupos experimentales,
observando una diferencia entre ellos. El grupo CN se mostré con una continuidad
en la insercién radicular, asi como un surco normal en la porcion vestibular, la encia
se observé continua y organizada. En el grupo de PERIO se observdé una
discontinuidad de la insercion de la raiz que resultd en la formacion de una bolsa
periodontal en la zona vestibular que se extiende hasta la porcion apical de la raiz
del diente; la encia se observo destruida y desorganizada, ademas de un epitelio de
unién desorganizado. El grupo de CHX resulté con una continuidad en la insercién
radicular que se extiende hasta la porcién apical radicular y una reduccion del
tamafo del surco periodontal, tanto en vestibular como en lingual, asi como una
encia organizada y continua en comparacion con el grupo PERIO. Por ultimo, en el
grupo ICA se observo una continuidad de la insercion de la encia en la raiz, asi
como un tamafio menor del surco periodontal, tanto en vestibular como en lingual,
en comparacion con los grupos PERIO y CHX, la encia se observ6 organizada y
continua, que recubre al apice dental, el epitelio de union se observé continuo e
intacto. La Figura 15 muestra la comparacion histolégica de los diferentes grupos

experimentales.
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Figura 12. Cortes histolégicos tefiidos con H&E de las muestras de los diferentes grupos experimentales
donde R es raiz, E es encia, AR es &pice radicular, H es hueso, SP es surco periodontal, BP es bolsa
periodontal, EOG es epitelio oral gingival, EU es epitelio de unidn, las flechas azules sefialan el EU, las flechas
amarillas sefialan el EOG, las flechas negras sefalan el SP. A) Grupo CN se observa una continuidad en la
insercion del diente, asi como un epitelio de unioén organizado y un epitelio oral gingival continuo. B) Grupo
PERIO se observa un desprendimiento del diente en la seccion vestibular que se extiende hasta la zona apical
de la raiz, formando una bolsa periodontal, el epitelio de unién se observa desorganizado y discontinuo. C)
Grupo CHX se observa una continuidad en la insercién del diente y una disminucion del tamafio del surco
periodontal en la zona vestibular, el epitelio de unién se observa discontinuo, el epitelio oral gingival se observa
organizado. D) Grupo ICA se observa una continuidad en la inserciéon del diente, asi como un espacio del
surco reducido en comparacién con el grupo PERIO, el epitelio de unién se observa organizado y continuo,
asi como el epitelio oral gingival.
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7.4.2 Analisis inflamatorio-histologico de la ICA sobre el tejido periodontal

Para establecer la condicion inflamatoria de cada grupo experimental, se
examinaron los distintos cortes histolégicos de cada grupo a una escala de 40x en
el microscopio y se registré la cantidad de linfocitos que se detectaron en cada
campo visual de cada muestra (3 campos visuales por laminilla) (Figura 16, tablas
14-16).

A cada campo visual se le otorgd un numero de cruces dependiendo del nimero de
linfocitos que se observo, donde a una cruz (+) se le otorg6 un valor de menos de
10 linfocitos por campo visual, dos cruces (++) un valor de 11-30 linfocitos por
campo visual, y 3 cruces (+++) un valor de méas de 30 linfocitos por campo visual.
Se observo una tendencia de una cruz (+) para el grupo CN, lo que sugiere que no
se observa inflamacién en este grupo. Para el grupo PERIO se observé una
tendencia de 3 cruces (+++), sugiriendo que existe una inflamacién dentro de este
grupo. Para los grupos CHX e ICA se observo una tendencia de 2 cruces (++), lo
gue sugiere que los tratamientos aplicados en estos grupos redujeron el grado de

inflamacion en comparacion con el grupo PERIO.

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para la comparacion entre grupos y se
observd una diferencia significativa entre los grupos CN y PERIO, sugiriendo que
existe una mayor infiltraciéon de linfocitos por campo visual en el grupo PERIO
(p<0.001). Para el grupo CHX se observé una diferencia significativa (p<0.001) vs
el grupo PERIO. En el grupo ICA se observo una diferencia significativa (p<0.001)
vs el grupo PERIO vy, al comparar los grupos ICA y CHX no se observé una
diferencia significativa (p=0.58) lo que indica que ambos tratamientos disminuyeron

la infiltracion de linfocitos observada por campo visual de manera similar.
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Figura 13. Cortes histolégicos de las muestras de los diferentes grupos experimentales en una
magnificacion de 40x y se observan los linfocitos en los diferentes grupos experimentales, donde
L es linfocito. A) Grupo CN se observan menos de 10 linfocitos por campo visual. B) Grupo PERIO
se observan mas de 30 linfocitos por campo visual. C) Grupo CHX se observan de 11-30 linfocitos
por campo visual. D) Grupo ICA se observan de 11-30 linfocitos por campo visual.
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Tabla 10. Resumen de prueba Kruskal-Wallis de muestras
independientes

N total 72
Estadistico de prueba 59.1972
Grado de libertad 3
Sig. asintética (prueba bilateral) <0.001
a Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.
Tabla 11. Comparaciones por parejas de tratamientos
Muestra 1- Estadistico Desv. Desv. Sig. Sig.
Muestra 2 de prueba Error Estadistico ajustada?®
de prueba
CN-ICA -25.333  6.969 -3.635 <0.001 0.002
CN-CHX -29.194  6.969 -4.189 <0.001 0.000
CN-PERIO -53.472  6.969 -7.673 <0.001 0.000
ICA-CHX 3.861 6.969 0.554 0.580 1.000
ICA-PERIO 28.139  6.969 4.038 <0.001 0.000
CHX-PERIO 24.278  6.969 3.484 <0.001 0.003

Cada fila prueba la hip6tesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra

2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de

significacion es de 0.050.

a Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccién Bonferroni para

varias pruebas.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Efecto de la periodontitis inducida en ratas Wistar

En este estudio se utilizé un modelo in vivo para evaluar los efectos antiinflamatorios
de la ICA en la periodontitis experimental inducida mediante la colocacion de la
ligadura de seda en el area periodontal interproximal de los incisivos inferiores.
Durante varios afios se han utilizado diversos modelos murinos de periodontitis,
incluyendo la aplicacion de ligadura ortodontica tanto en molares como en incisivos,
(73,74) ligadura de seda, (69) aplicacion de ligadura mas la inoculacién de LPS,
(75-77) debido a que en el modelo murino se induce la inflamacién periodontal y la
pérdida 6sea que puede desarrollarse dentro de los primeros siete dias. (77) En
este estudio se demostr6 que los animales de los grupos con induccion de
periodontitis experimental presentaron sintomas de inflamacioén a partir del dia siete
de la induccién, en comparacion con el grupo control. El uso de la ligadura provoca
un estado inflamatorio constante que conlleva la destruccién de los tejidos de
soporte dental. La induccion de la periodontitis se comprobd mediante los signos
clinicos de inflamacién y la presencia de una bolsa periodontal, esto concuerda con
los resultados de la induccién de periodontitis en molares establecida en 2013 por
Abe et al. usando murinos (75) La técnica utilizada en este estudio estuvo basada
en la técnica de lonel et al. (69) colocando la sutura de seda 3-0 USP en la zona
interproximal de los incisivos inferiores en ratas, y cuya técnica fue estandarizada
previamente en el laboratorio. (70) En este trabajo demostramos que la induccién
de periodontitis experimental por medio de ligadura de seda en ratas no afecta el
crecimiento ni el desarrollo de los animales; asimismo, no tiene un efecto negativo

en el consumo de alimento y agua de las ratas.
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8.2 Efecto antiinflamatorio de la ICA en la periodontitis

La periodontitis es el resultado de una combinacion de factores donde las células
del sistema inmune, cdmo los neutrofilos y macréfagos, secretan citocinas
proinflamatorias (42,43) que conllevan a la aparicibn de signos y sintomas
inflamatorios. En el presente estudio se evaluo el efecto de la ICA al 2% en la
periodontitis experimental inducida, aplicando el compuesto dos veces al dia
durante 15 dias, por via tépica en las encias de las ratas. Clinicamente, se observé
una disminucién de la inflamacién en el grupo tratado con ICA, la encia de los
animales presentaba un color rosado y sin tumefaccion. En contraste, el grupo
PERIO presenté una coloracion roja y la presencia de una tumefaccion que se
extendié desde la encia marginal hasta la unibn mucogingival. Estos resultados
demuestran que la ICA tiene un efecto antiinflamatorio en la periodontitis inducida,
y estos estan en concordancia con estudios previos, donde se demostré que la ICA
(10 um via oral cada dos dias por seis semanas) disminuye la inflamacioén clinica
en la periodontitis inducida en un modelo murino. (67) Ademas, la ICA (1.4 mM) en
hidrogel con nanofibras de carbono resolvid parcialmente la condicion inflamatoria
en roedores. (65) Asimismo, en un modelo de minipigs se demostrd que la inyeccién
local de ICA en un rango de concentraciéon de 0.01-1 ug/mL en la periodontitis
inducida reduce la profundidad de bolsa periodontal y la recesién gingival,
igualmente, reduce la expresion de IL-1B y de IFN-y en liquido crevicular gingival.
(64) Adicionalmente, se ha demostrado que la ICA (20 pg/mL) disminuye la
secrecion de citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8 contra LPS de E.
coli en un modelo de disfuncion de células calciformes intestinales. (78) En un
modelo celular de osteoartritis, la ICA (1, 2.5, 5, 10, 20 ug) revirtié la expresion de
IL-1B e IL-18 de manera dosis-dependiente. (79) La via de sefializacion NF-kB juega
un papel importante en la periodontitis al activar genes de citocinas proinflamatorias.
(80) Un estudio in vitro en condrocitos en un modelo de defecto del cartilago articular
murino demostré que la ICA (10-6 mol/l) inhibe el incremento de NF-kB inducido
por TNF-a. (81) Esto podria explicar la disminucion de signos clinicos de inflamacion

después del tratamiento con ICA en este estudio.
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Asimismo, el tratamiento con ICA tuvo resultados clinicos similares a los del
tratamiento con CHX en la periodontitis inducida; esto sugiere que el efecto
antiinflamatorio de la ICA es comparable con el efecto que tiene la CHX en la
periodontitis inducida al reducir los sintomas de esta, la CHX es un conocido
antiséptico efectivo contra bacterias, hongos y virus, que tiene un efecto bactericida
en concentraciones mayores a 0.1%, ademas permanece en boca hasta por 12
horas previniendo la acumulacién de placa, lo que la hace un gran producto para
controlar el biofilm, (2,32,82) sin embargo, la CHX combate indiscriminadamente a
las bacterias orales generando una disbiosis oral después de 7 dias de uso,
provocando un efecto contrario al deseado. (2) Un estudio evaludé la actividad
antibacterial de la ICA contra P. gingivalis en un modelo de células MC3T3-E1 y
demostré que, a una concentracion de 10 uM, inhibe significativamente el

crecimiento bacteriano en osteoblastos. (67)

Interesantemente, se han demostrado los efectos pro-osteogénicos y anti-
osteoclasticos de la ICA. Un estudio demostré que la ICA (10 pM) mejora la
diferenciacion osteogénica de células madre de la médula 6sea al activar la
autofagia en un modelo murino posterior a la ovariectomia. (83) Otro estudio
demostré que la ICA (50 mg/kg/dia) via intraperitoneal en combinacion con dieta
cetogénica mitigd la pérdida 6sea y revirti6 la degradacion de microestructuras
O0seas en un modelo murino de osteoporosis. (84) En el presente estudio, se
compar6 la altura de la cresta alveolar 6sea de los animales de los grupos
experimentales post mortem, observando la altura de la cresta 6sea en el grupo ICA
significativamente mayor en comparacion con el grupo de periodontitis (p<0.02),
sugiriendo que la ICA promovio la osteogénesis en nuestro modelo de periodontitis
inducida. El hallazgo es similar a los obtenidos en diversos estudios donde se evalla
el efecto de la ICA en la regeneracion 6sea durante la periodontitis. Como
antecedente, el tratamiento intradseo con ICA en hidrogel con nanofibras de
carbono (1.4 mM) promueve la diferenciacion osteogénica de células madre
derivadas de la médula 6sea, acompafiado de un aumento de la altura del hueso
alveolar histoldgico en la periodontitis inducida en un modelo murino. (65) Asimismo,

en un estudio in vitro, utilizando ICA, 50 uM aumenta la habilidad de diferenciacion
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osteogénica en fibroblastos de ligamento periodontal, aumentando los niveles de la
proteina morfogenética 0sea 2 y de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) de manera
dosis-dependiente. (66) También se ha demostrado a nivel histolégico que la
distancia entre la unién amelocementaria y el nivel de cresta alveolar fue menor en
el grupo de periodontitis inducida luego del tratamiento oral con ICA (10 uM cada

dos dias por seis semanas). (67)

Asimismo, en este estudio se evaluo histolégicamente el tejido periodontal de todos
los grupos experimentales. Al final del tratamiento, el tejido periodontal en el grupo
de ICAy el grupo control se caracterizé por la continuidad de la insercién del diente,
asi como una adhesion de la encia al cemento, ademas de un surco periodontal
sano en comparacion con el grupo de PERIO, estos animales mostraron la
presencia de la bolsa periodontal que se extiende hasta el apice radicular. Estos
resultados estan acordes con estudios previos en la periodontitis inducida en
mamiferos, por ejemplo, se demostré histolégicamente que el uso de ICA (0.01-1
pMg/mL) en inyeccion local supraperiostica promueve la regeneracion tisular del
periodonto. (64) También el uso de ICA con nanofibras de carb6n (1.4 mM) activado
con luz infrarroja demostrd histolégicamente una reparacion del tejido periodontal
dafiado, asi como una mejora de la inflamacién del tejido periodontal. (65)
Finalmente, en el presente estudio, se observé que los animales del grupo CHX no
tuvieron diferencias significativas en el nivel de cresta 6sea en comparacion con el

grupo PERIO, sugiriendo que CHX no protege de la pérdida 6sea en la periodontitis.

8.3 Efecto antioxidante de la ICA en la periodontitis

La periodontitis se caracteriza ademas por la activacion de los leucocitos
polimorfonucleares, que a su vez pueden generar la activacion constante de
biomarcadores que intervienen en la retroalimentacion negativa del metabolismo
0seo como son las EROs durante los procesos inflamatorios. (85) Los neutroéfilos
son la principal fuente de EROs y las células inflamatorias mas prevalentes que se
acumulan en el tejido periodontal y el surco gingival después de que las bacterias
periodontopatdgenas en el biofilm desencadenan las respuestas de defensa del
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huésped. (44,86) Durante la fagocitosis, los neutréfilos, a través de la via de la
NADPH oxidasa, pueden liberar un exceso de EROs que son altamente reactivas y
tienen una vida media muy corta. (46) Por lo tanto, el desarrollo de la periodontitis
esta estrechamente relacionado con los cambios en las concentraciones locales de
biomarcadores de EOx. Wang et al. en (2017), propusieron al EOx como un
biomarcador que podria utilizarse para diagnosticar la periodontitis y evaluar la
eficacia del tratamiento; indicando que la respuesta inflamatoria periodontal se
asocia con un aumento de EOx local y sistémico y una capacidad antioxidante
comprometida. (44) EI MDA es un biomarcador de peroxidacion lipidica bien
establecido en la periodontitis evaluada a nivel tisular en animales de
experimentacion (87—89) y en poblacion; el incremento de sus niveles en la saliva
indica la progresion de la enfermedad. (90) En este estudio se evalué la cantidad de
MDA en el tejido periodontal posterior al tratamiento con ICA, observandose una
disminucién significativa de MDA en comparacion con el grupo de PERIO. En
contexto, se ha demostrado que los pacientes con periodontitis presentan niveles
elevados de peréxido de hidrégeno (H202), MDA y dafio oxidativo del ADN en el
tejido periodontal y liquido gingival. (91,92) Ademas, se ha observado que en
muestras de saliva y del Biofilm, diferentes biomarcadores de EOx, como la
capacidad antioxidante total, MDA, GPx, oxido nitrico (NO), estado oxidativo total y
8-hidroxidesoxiguanosina, fueron significativamente diferentes entre pacientes con

periodontitis y controles sanos. (45)

En este contexto, se sabe que la ICA posee propiedades antioxidantes en
concentraciones de 50 mg/kg via intraperitoneal al disminuir la concentracion de
MDA y EROs y al aumentar las expresiones de las enzimas SOD1, CAT y GPx1 en
un modelo de endometritis inducida. (61) Ademas, se ha descrito que la ICA (20
Mg/mL) incrementa la actividad enzimatica de SOD, GPx y CAT modulando el estrés
oxidativo contra LPS de E. coli en un modelo de células LS174T calciformes
colonicas humanas. (78) Asimismo, el efecto de la ICA (50 mg/kg) previo a la
induccidn con carragenina incrementa significativamente los niveles de GSH, y de
las enzimas SOD, CAT, GPx, GR y hemoxigenasa (HO-1), via expresion del factor

nuclear relacionado a eritroide 2 (Nrf2) que tiene funciones citoprotectoras,
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antiinflamatorias y antioxidantes. (63) En el mismo sentido, otro estudio demostré
que la ICA (30 mg/kg) revierte significativamente la inhibicion de Nrf2 y HO-1 en un
modelo de falla ovéarica prematura inducida por cisplatino en ratones al acelerar el
sistema NRF2/ARE, que participa en la homeostasis redox, en la citoproteccion y
en la respuesta adaptativa al regular el EOx. (93)

Otro marcador de dafio oxidativo que se evalud fue la carbonilacién de proteinas,
que se refiere a una modificacion irreversible que resulta del dafio oxidativo y
conlleva la pérdida de la funcién proteica. (94) La especificidad de los aminoéacidos
para someterse a la carbonilacién la convierte en un biomarcador efectivo para
evaluar el dafio oxidativo a las proteinas. (95) En la periodontitis, la carbonilacién
de proteinas ha sido poco estudiada y los pocos trabajos que se han realizado
reportan niveles altos de carbonilos en el liquido crevicular y saliva de pacientes con
periodontitis. (96—98) Se ha observado un aumento significativo en los niveles de
carbonilos en suero y liquido crevicular en pacientes con periodontitis en
comparacién con pacientes con gingivitis y con salud periodontal, (99) asi como un
aumento de carbonilos en el liquido crevicular de pacientes con periodontitis cuando
se combina la enfermedad con DMT2. (100) En este estudio se evalud la
concentracion de carbonilos en la periodontitis inducida, observando una
disminucién significativa de estos posterior al tratamiento con ICA. Este es el primer
estudio en el que se evallan carbonilos en tejido periodontal en la periodontitis
inducida, ya que estudios previos han evaluado la carbonilacién de proteinas en
saliva y liquido crevicular de pacientes con periodontitis y han reportado su papel
en esta enfermedad. (96—-98) También se comparo el efecto de la ICA sobre el nivel
de carbonilos en el tejido periodontal contra el tratamiento con CHX, donde se
observé una diferencia significativa entre ambos compuestos, siendo la CHX la que
demostré un mejor efecto al disminuir la carbonilacion de proteinas, sin embargo,
debemos tomar en cuenta que el gel de CHX utilizado en este estudio esta
adicionado con ingredientes como el dexpantenol, que es un derivado de la vitamina
B5 con propiedades como la proliferaciéon de fibroblastos, la reepitelizacién y

restauracion de la barrera del epitelio. (101)
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La periodontitis es una enfermedad inflamatoria que se deriva de un biofilm
disbiético compuesto por bacterias anaerobias, principalmente P. gingivalis, T.
forsythia y T. denticola. (37) La cavidad oral basal de las ratas suele estar
conformada por Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Corynebacterium y
Clostridium. (102,103) En este estudio se indujo la periodontitis a ratas Wistar por
medio de ligadura de seda; no obstante, no se inocul6é ningan LPS, lo que pudo
haber limitado el desarrollo de sintomas clinicos inflamatorios y la posibilidad de la
evaluacion de la ICA como antimicrobiano. Como se mencioné anteriormente, el
tratamiento se aplicé durante 15 dias; en este tiempo no se observd ninguna
reaccion adversa en el tejido periodontal, sin embargo, se sugiere prolongar la
duracion del tratamiento para evaluar su exposicion cronica, resaltando que la CHX

ha sido reportada como citotdxica en su uso prolongado en la periodontitis. (32)
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IX. CONCLUSIONES

Este estudio experimental demostré que el tratamiento topico de ICA al 2% en la
periodontitis inducida provocé una disminucion de los sintomas inflamatorios
clinicos, asi como una disminucién del dafio oxidativo en el tejido periodontal en un
modelo de rata. Ademas, sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes fueron
comparables a los efectos del tratamiento con CHX de la marca Bexident® que esta
adicionada con dexpantenol, demostrando que el tratamiento con ICA puede
sugerirse como tratamiento para el desarrollo de un producto comercial utilizado en
la periodontitis.

El presente estudio sugiere a ICA como un coadyuvante efectivo en el tratamiento
para la periodontitis. Este estudio busca ampliar la propuesta de tratamientos
adyuvantes de origen natural para la periodontitis, asi como demostrar los efectos
antiinflamatorios de la ICA, funcionando como base para futuros estudios clinicos

sobre la ICA en la periodontitis.

X. RECOMENDACIONES

Para la continuacion de este proyecto se recomienda:
« Aumentar el tiempo de tratamiento para evaluar los posibles efectos adversos
de la ICA en la periodontitis inducida.
o Realizar algunas pruebas inmunohistoquimicas que evallen citocinas
proinflamatorias.
e Realizar la inoculacion de LPS para determinar si la ICA tiene propiedades

antimicrobianas en este modelo.
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Anexo 2.

Tabla 12. Medicion de la cresta alveolar en mm

CN PERIO CHX ICA
0 4 4 4
0 4 4 4
0 5 5 4
0 4 4 4
0 4 3 3
0 5 4 4
0 4 4 3
0 5 5 4
0 5 4 4
Anexo 3.
Tabla 13. Descriptivas de Grupo. Nivel de Cresta Alveolar
GRUPOS N Media DE EE
Cresta Alveolar CN 9 0.000 0.000 0.000
PERIO 9 4.440 0.527 0.176
CHX 9 4112 0.601 0.200
ICA 9 3.783 0.441 0.147

Anexo 4.

Tabla 14. Descriptivas de grupo para la medicion de MDA (mM/mg tejido) en
los grupos experimentales

N Media Desv,iacién Error estandar
estandar
CN 4 1.534 0.044 0.022
PERIO 4 2.106 0.151 0.075
CHX 4 1.346 0.092 0.046
ICA 4 1.368 0.073 0.036
Total 16 1.588 0.329 0.082
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Anexo 5.

Tabla 15. Descriptivas de grupo para la medicion de carbonilos en nmol/mg
de proteina en tejido gingival en los grupos experimentales

Media Desviacion Error estandar
estandar
CN 4 3467.659 103.092 51.546
PERIO 4 4101.194 90.721 45.360
CHX 4 2376.649 86.185 43.092
ICA 4 3103.394 36.288 18.144
Total 16 3262.224 648.330 162.082
Anexo 6.
Tabla 16. Conteo de linfocitos por campo visual
Muestra  C2mpo CN PERIO CHX ICA
visual
C1 2 30 6 7
1 C2 3 27 10 8
C3 0 29 15 4
C1l 2 35 5 6
2 C2 0 18 11 7
C3 2 38 7 10
C1l 2 42 13 12
3 C2 0 28 17 6
C3 1 19 14 15
C1 1 40 8 13
4 Cc2 1 45 12 14
C3 3 34 11 12
C1 0 23 15 5
5 C2 1 37 18 4
C3 0 18 30 10
C1 2 28 4 11
6 C2 1 33 7 13
C3 2 35 6 14
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