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RESUMEN Xl

Este estudio evaluod los efectos in vitro e in vivo dos extractos uno hidroalcohdlico
(HA) y uno acuoso (AQ) de Quercus crassifolia Bonpl. (roble mexicano),
tradicionalmente usado para tratar la periodontitis. Objetivo:  validar su
bioseguridad y efectos en la inflamacion clinica periodontal, antimicrobianos y
antioxidantes. Métodos: Ila actividad antimicrobiana, fue evaluada con
antibiogramas (halos de inhibicion), se determindé la concentracidn minima
inhibitoria (CMI) frente a bacterias periodontales (Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, Fusobacterium nuc. nuc.,
Actinomyces israelii). La actividad antioxidante, se determin6 mediante el ensayo
de DPPH. Los ensayos fitoquimicos, identificaron saponinas, polifenoles vy
fitoesteroles en ambos extractos ademas de la ausencia de alcaloides. El ensayo
clinico se llevd a cabo con 32 pacientes con periodontitis los cuales recibieron
tratamiento no quirdrgico periodontal (raspado y alisado radicular), fueron divididos
en dos grupos: uno uso enjuague de clorhexidina (CHX) al 0.12% (n=15) y otro,
enjuague de Q. crassifolia Bonpl. (n=17) durante dos semanas cada 12 horas; se
evaluaron parametros como sangrado al sondeo (SS), nivel de insercion clinico
(NIC), profundidad de bolsas (PB), placa dentobacteriana (PLA) y bolsas residuales.
La genotoxicidad se analiz6 con el ensayo de micronucleos. Resultados: efecto
antioxidante, el extracto HA con concentracion de 500 mg/mL mostré6 mayor
actividad antioxidante (absorbancia: 0.357 £ 0.150 nm X + DE) que el AQ (0.080

0.013 150 nm X = DE; (p < 0.05), aunque ambos fueron significativamente activos.

Efecto antimicrobiano; el extracto HA presenté mayores halos de inhibicion que el
AQ, especialmente frente a A.a.b 'y F. nuc. nuc. (p < 0.05), aunque la CHX al 0.20%
grado reactivo, fue mas efectiva. La CMI del HA oscil6é entre 62.5-15.6 mg/mL. En
el ensayo clinico, ambos grupos mostraron mejoria en SS, NIC, PB y PLA
postratamiento, sin diferencias significativas entre CHX y el enjuague de roble (p >

0.05). En cuanto a la bioseguridad, no se determin6 genotoxicidad en ninguno de

Xl



los grupos. Conclusiones: los extractos de Q. crassifolia, especialmente él HA,
exhibieron propiedades antioxidantes y antimicrobianas importantes con respecto al
AQ, aunque su efecto antimicrobiano fue menor que el de la CHX al 0.20% grado
reactivo, el enjuague de roble demostro ser clinicamente similar al enjuague de CHX
al 0.12% en cuanto a la reduccion de la inflamacion gingival, sin presentar efectos
genotoxicos. Estos resultados sugieren que Q. crassifolia Bonpl. es una alternativa
natural y segura, adyuvante para el tratamiento periodontal no quirurgico,
respaldando asi el uso etnobotanico de la planta, sin embargo, se requieren mas

estudios para optimizar su eficacia.

Palabras clave: Quercus crassifolia, periodontitis, antimicrobiano, antioxidante,
enjuague bucal, micronucleos, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo b, Fusobacterium nucleatum nucleatum
y Actinomyces israelii.
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ABSTRACT XV

This study evaluated the effects in vitro and in vivo of two extracts, one
hydroalcoholic (HA) and one aqueous (AQ) of Quercus crassifolia Bonpl. (Mexican
oak), traditionally used to treat periodontitis. Objective: to validate its biosafety and
effects on clinical periodontal inflammation, antimicrobials and antioxidants.
Methods: the antimicrobial activity was evaluated with antimicrobial susceptibility
tests (inhibition halos), and the minimum inhibitory concentration (MIC) against
periodontal bacteria (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotype b, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces
israelii) was determined. Antioxidant activity was determined by the DPPH assay.
Phytochemical assays identified saponins, polyphenols and phytosterols in both
extracts in addition to the absence of alkaloids. The clinical trial was carried out with
32 patients with periodontitis who received non-surgical periodontal treatment
(scaling and root planing), they were divided into two groups: one used 0.12%
chlorhexidine (CHX) rinse (n=15) and the other, Q. crassifolia Bonpl rinse. (n=17) for
two weeks every 12 hours; parameters such as bleeding on probing (SS), clinical
attachment level (CIN), pocket depth (PB), dental plaque (PLA) and residual pockets
were evaluated. Genotoxicity was analyzed with the micronucleus assay. Results:
antioxidant effect, the HA extract with a concentration of 500 mg/mL showed greater
antioxidant activity (absorbance: 0.357 + 0.150 nm X + SD) than AQ (0.080 + 0.013
150 nm X SD #; (p < 0.05), although both were significantly active. Antimicrobial
effect; the HA extract presented greater inhibition halos than the AQ, especially
against A.a.b and F. nuc. nuc. (p < 0.05), although 0.20% reactive grade CHX was
more effective. HA MIC ranged from 62.5-15.6 mg/mL. In the clinical trial, both
groups showed improvement in post-treatment SS, CIN, PB, and PLA, with no
significant differences between CHX and oak rinse (p > 0.05). Regarding biosafety,
genotoxicity was not determined in any of the groups. Conclusions: extracts of Q.
crassifolia, especially HA, exhibited important antioxidant and antimicrobial
properties with respect to AQ, although its antimicrobial effect was less than that of

XV



0.20% reactive grade CHX, oak rinse was shown to be clinically similar to 0.12%
CHX rinse in terms of reducing gingival inflammation, without presenting genotoxic
effects. These results suggest that Q. crassifolia Bonpl. It is a natural and safe,
adjuvant alternative for non-surgical periodontal treatment, thus supporting the
ethnobotanical use of the plant, however, more studies are required to optimize its

efficacy.

Keywords: Quercus crassifolia, periodontitis, antimicrobial, antioxidant,
mouthwash, micronuclei, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotype b, Fusobacterium nucleatum nucleatum and
Actinomyces israelii.
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| INTRODUCCION

El uso tradicional de la corteza de encino en México entre los grupos étnicos, para
tratar diferentes enfermedades, como el dolor de estdmago, quemaduras,
infecciones y dolor, es sumamente frecuente. La informacion sobre los encinos
meXxicanos es escasa, asi como el reporte de usos clinicos’, en las comunidades de
Huasca de Ocampo y Omitlan de Juarez, Atotonilco el Grande, Hidalgo, se
encuentra una gran diversidad de robles, los cuales también son llamados encinos
comunmente usados como medicina tradicional para control de infecciones
bucales.??

A continuacion, se presentan testimonios de algunos integrantes de la comunidad
de Agua Blanca del Municipio de Atotonilco el Grande, Huasca de Ocampo,
Pachuca de soto Hidalgo por las cuales nos hemos dado a la tarea de investigar, el
uso del arbol de roble o encino para tratamiento de infecciones o enfermedades,
periodontales.

“Yo uso la cascara de encino cuando se me hincha la encia o cuando me duelen las
muelas, la hiervo y me hago enjuagues”

“Yo compro la corteza del tronco en el mercado revolucion porque me dijeron que
era buena para mi periodontitis”

“Soy profesora de la comunidad de San Miguel en Huasca y me consigue una mama
de mi alumno la corteza para mi periodontitis”

“Mi Dentista me dijo que comprara un jarabe de encino en la Cruz Blanca en el

centro, para curar mi periodontitis, no note cambio”



Il ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

En la cavidad bucal humana existe una colonizacién de 700 especies bacterianas?,
la mayoria de estas bacterias son comensales, pero también existen bacterias

patdgenas.* 56

La periodontitis es una de las enfermedades mas comunes en el mundo, que
conlleva a la pérdida progresiva de los dientes, esto debido a que ocasiona la
pérdida de los tejidos de soporte circundantes a estos, lo cual representa un
problema de salud importante ya que esto esta contribuyendo a la carga de
enfermedades cronicas a nivel mundial, la presencia de las infecciones
periodontales puede aunarse a alguna otra enfermedad crénica degenerativa.®’

La biopelicula dental subgingival desencadena una respuesta inflamatoria e
inmunitaria del huésped, que finalmente conlleva a la destruccién irreversible de los
tejidos periodontales en un ser humano huésped?®, esta compuesta en su mayoria

por bacterias Gram negativas conocidas como el grupo rojo.%°

2.1.1 Periodontitis

“Periodontitis” es un término que es sugiere la mezcla de dos palabras “periodonto”
que significa el conjunto de tejidos o estructuras que rodean a los dientes, e “itis”
que significa inflamacion, inicialmente afecta la encia, pero ocasiona la inflamacién
de tejidos mas profundos dando como resultado la alteracion de la homeostasis

osea y causando la pérdida de los dientes.’

La periodontitis se ha definido como una enfermedad multifactorial inflamatoria
cronica asociada a biopeliculas disbidticas bucales, en las que destacan como
caracteristicas principales la pérdida de soporte de tejido periodontal, es decir
pérdida de insercion clinica y Osea alveolar que es observable a través de

radiografias, ademas de la presencia de bolsas periodontales y sangrado gingival.



La periodontitis es un problema de salud publica de gran importancia debido a su
prevalencia, puede conducir a la pérdida dental, funcién masticatoria y estética, lo

que sugiere un impacto sumamente negativo en la salud general."’

2.1.1.2 Fisiopatologia periodontal

A nivel histopatologico dentro de la lamina propia, las fibras de colageno se
degradan y conducen a alteraciones del epitelio del surco gingival, lo que se traduce
a la presencia de sangrado.?

La reabsorcion 6sea es ocasionada por la respuesta inmune y la inflamacién del
huésped debido ataque microbiano, sin embargo, no se ha establecido los
mecanismos mediante los cuales la respuesta inmunitaria local contra las bacterias
periodontopatégenas disrumpe el equilibrio homeostatico de la formacion y
resorcion osea, favoreciendo la pérdida ésea, se diferencia de los precursores
monocitos y macréfagos que estan regulados por citocinas como el factor
estimulante de colonias de macréfagos, ligando RANK y osteoprotegerina.
Respectos la TNF-a, la IL-1 y la PGE2 también promueven la actividad
osteoclastica, especificamente en estados de ostedlisis inflamatoria como los
producidos en la periodontitis; Los procesos patogénicos de las enfermedades
periodontales inflamatorias son iniciados por la microflora de la placa subgingival
(biopelicula subgingival) y el lipopolisacarido A derivado de patdégenos especificos.
La inflamacién esta mediada por las células inflamatorias del huésped y la activacién
de linfocitos T y B, que son las precursoras de la respuesta inmunitaria adaptativa
mediante la regulacién del eje regularos Th1-Th2-Th17. Principalmente los linfocitos
de tipo Th1, los macréfagos de los linfocitos B y neutréfilos promueve la perdida
O0sea por el aumento de la producciéon de mediadores de la inflamacién y la
activacion de las vias que expresan al RANK-L.'2131415 | 3 degradacion del
colageno puede ser mediada directamente por proteasas bacterianas con o sin que
exista inflamacién de significancia, especificamente por enzimas secretadas por

leucocitos polimorfonucleares (PMNs). La periodontitis conlleva a la pérdida de



tejido conectivo mediado por colagenasas de células del huésped.’®'® Las
colagenasas son miembros de la familia de metaloproteasas de la matriz (MMP),
son enzimas proteoliticas que estan involucradas en la degradacion y remodelaciéon
de la matriz extracelular en las enfermedades periodontales, los fibroblastos, células
epiteliales y macréfagos, sintetizan MMP-1 (colagenasa 1), los neutrdfilos producen
MMP-8 (colagenasa 2)'", la MMP-13 (colagenasa 3)'8, es producida por células
epiteliales y mesenquimales sobre todo en tejidos conectivos con inflamacién, en
proceso de remodelacién y en cicatrizacién. Las tres enzimas anteriormente
mencionadas contribuyen a la funcién colagenolitica de los tejidos periodontales

enfermos. 192021 \/éase figura 1.
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Figura 1. Fisiopatologia periodontal, mediadores de inflamacién y citocinas

inflamatorias en el desarrollo de la periodontitis.

2.1.2 Gingivitis

La gingivitis es una enfermedad inflamatoria de la encia, cuya etiologia es la placa
dentobacteriana que se agrega cercana o adyacente al surco de la encia, ademas
de los factores locales y sistémicos que favorecen la depédsito acumulado y retenido
de placa dentobacteriana.’ La gingivitis es la etapa inicial de la respuesta
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inflamatoria del ser humano a la presencia bacteriana y a los factores locales de
retencion de biopelicula en la cavidad oral, en este punto es reversible, ya que no
conduce a la pérdida de ningun tejido de soporte periodontal o hueso alveolar.?223

Existen dos tipos principales de gingivitis, la inducida por placa dentobacteriana y la
no inducida, la ultima puede estar asociada como manifestaciones de
enfermedades sistémicas.?*

La gingivitis inducida por placa dentobacteriana se reconoce como una enfermedad
inflamatoria producida por el acumulo de placa dentobacteriana que afecta solo a la
encia, sin presencia de pérdida de insercion y de hueso alveolar, es reversible toda
vez que se realice el tratamiento periodontal adecuado, que consiste en la

eliminacién mecanica de calculo y placa.?*25

La gingivitis se identifica cuando al realizar la toma de informacion periodontal se
identifica sangrado al sondeo (>10 % de sitios de los dientes presentes en boca),
se presentan signos de inflamacién del margen gingival, pérdida del margen en filo
de cuchillo y de la anatomia afilada de las papilas interdentales, bolsas
periodontales no mayores a 3 mm, sangrado al cepillado, mal aliento y sabor
metalico. La obtencion del porcentaje del sangrado al sondeo indica la extension de
la gingivitis, se clasifica como gingivitis localizada si hay un sangrado del 10 al 30%

y generalizada si es mayor al 30%.23242%

2.1.3 Prevalencia de enfermedades periodontales

En la actualidad se sabe que aproximadamente 1 de cada 10 adultos tiene
periodontitis severa estadio lll y IV y que solo el 10 % de la poblacién es sana, el 80
% restante de los sujetos padecen gingivitis de leve a moderada o bien periodontitis
moderada, es decir periodontitis estadio | y Il. El diagndstico diferencial entre una
periodontitis leve y gingivitis es dependiente de la pérdida de nivel de insercion
interdental lo cual a su vez justifica iniciar tratamientos periodontales.?6:27:28

Actualmente se establece la presencia de periodontitis cuando:



1. La pérdida del nivel de insercion clinica interdental se identifica en dos o mas
dientes adyacentes.
2. La pérdida de nivel de insercidn clinica bucal es igual o mayor a 3mm y se

presentan bolsas periodontales mayores de 3 mm en dos o mas dientes.?7-29

2.1.4 Diagnéstico periodontal

El diagnostico periodontal se obtiene a través de un historial médico del paciente
antes de la evaluacion clinica periodontal, con la finalidad de identificar factores de
riesgo sistémicos o medioambientales que puedan favorecer la presencia de
periodontitis. La valoracidn clinica periodontal integral incluye varios parametros
clinicos como los son el indice de biopelicula, la profundidad de bolsa periodontal,
la presencia o la ausencia de sangrado al sondeo, recesiones gingivales, las
deformidades mucogingivales, la afectacion de furcas, movilidad dental y trauma

oclusal ademas del nivel de insercion.®:30

De acuerdo al World Workshop 2017 establece una nueva clasificacion de
enfermedades periodontales y periimplantarias la cual categoriza la enfermedad de
acuerdo a un sistema de estadios en la que se determina la severidad de la
enfermedad y la complejidad de su tratamiento, esta clasificacion puede usarse
como indicador de la tasa de progresion de la periodontitis la cual se expresa en

grados, estos estan condicionados a la presencia de factores de riesgo.'2°

En el articulo escrito por Tonetti y Sanz del 2018 se describe un algoritmo el cual
consta de cuatro pasos secuenciales para la identificacion de un paciente con

probable periodontitis:

Primer paso: paciente de nuevo ingreso, identificacion de un paciente con probable
periodontitis, (discernir entre salud periodontal, gingivitis y periodontitis).
Consiste en identificar si el paciente tiene la disposicion de una atencién médica

integral, y el requerimiento de radiografias completas, en caso de que el paciente



tenga disposicidén se debera evaluar el hueso alveolar y su localizacién, en caso de
identificar la pérdida ésea, el clinico debe sospechar la presencia de periodontitis y

dar seguimiento al segundo paso.2%26.27

Segundo paso: confirmacion del diagnostico periodontal, diagnéstico diferencial
entre periodontitis y otras enfermedades periodontales con pérdida del nivel de
insercion, (Sospecha del diagndstico de periodontitis). El odontélogo debe identificar
la pérdida nivel de insercién interdental y la pérdida de hueso marginal en el examen
bucal toda vez que se ha identificado al paciente como un caso potencial de
periodontitis, a un paciente con periodontitis debera hacérsele una evaluacion
radiografica y fotografica periodontal, ademas de integrar la evaluacion clinica.
Cuando no existen bolsas periodontales de mas de 4 mm, se debe evaluara el
sangrado al sondeo bucal, cuando este es mayor al 10% es una inflamacion gingival
en un paciente con periodontitis, y si es menor el diagndstico es un paciente con

periodonto reducido sano.?”

Tercer paso: establecer el estadio de la periodontitis (Evaluar complejidad y
severidad). Se evaluara la extension de la enfermedad periodontal determinado por
la pérdida del nivel de insercién y el nivel del 6seo, que afecta menos del 30% de
los dientes y lo denominaremos localizado y si afecta mas del 30% de los dientes lo
definimos como generalizado. Posteriormente a esto se debe identificar el estadio
de la periodontitis evaluando la gravedad a través de la pérdida de nivel de

insercion.2’

Cuarto paso: (evaluacion del perfil del riesgo).

Existen dos opciones para establecer el grado de periodontitis, la primera es cuando
los registros anteriores de nuestros pacientes tienen disponibilidad, la tasa de
progresion de periodontitis, se deberan estimar los 5 afios anteriores de los estudios
radiograficos dentoalveolares realizados, esto permitird establecer el grado de

progresion de la periodontitis y la segunda cuando no se dispone de los estudios



radiograficos se debera tomar en consideracion, la relacion hueso/edad esto debe
obtenerse con las radiografias dentoalveolares completas y se utilizara el diente
mas afectado para la identificacion de la mayor pérdida 6sea. El proceso propuesto
permite discernir las diferentes condiciones del paciente de salud y de enfermedad

periodontal .27 30.31

2.1.5 Clasificacion periodontal

La clasificacién del 2018 por estadios depende de la severidad y complejidad del
manejo de la enfermedad periodontal (periodontitis), ademas de la presentacion de
la misma, la clasificacibon complementa las caracteristicas biolégicas de la
periodontitis, como lo son: la tasa de progresion, evaluacion de riesgo de progresion

y del tratamiento, asi como el riesgo a la salud en general del paciente."

Esta basada en Estadios determinados por la severidad de la periodontitis (segun
el nivel de pérdida de insercidbn clinica interdental y d&sea observada

radiograficamente, pérdida dental, complejidad, extension y la distribucién.'-2°

2.1.6 Estadios

Estadios periodontales expresan la severidad, complejidad, extensién y distribucion
de la enfermedad, el estadio | indica una periodontitis inicial; el estadio Il a la
periodontitis moderada; el estadio Ill indica periodontitis severa con pérdida
potencial adicional dental; la periodontitis severa con potencial pérdida de toda la

denticidn se indica en el estadio IV.11.27.29

Estadio |

Severidad: pérdida del nivel de insercién interdental (considerando el sitio de mayor
pérdida 1-2mm, pérdida ésea radiografica <15% del tercio coronal de la raiz, no hay
pérdida de dientes por periodontitis. Complejidad: local, < 4 mm de profundidad

maxima al sondeo, pérdida ésea horizontal mayoritariamente. 12729



Estadio Il

Severidad: Pérdida del nivel de insercion interdental (sitio de mayor perdida) 3-4mm,
Pérdida 6sea radiografica tercio coronal (15 a 33%).

Complejidad: local = 5 mm profundidad maxima al sondeo, principalmente pérdida

osea horizontal. 1127

Estadio lll
Severidad:
Pérdida del nivel de insercion interdental (sitio de mayor pérdida) 25mm, Pérdida
Osea radiografica extension del tercio medio o al tercio apical de la raiz, pérdida

dental por causa periodontal < 4 dientes. %7

Estadio IV

Severidad: pérdida del nivel de insercién interdental (sitio de mayor pérdida) 25mm,
Pérdida ésea radiografica extension del tercio medio o al tercio apical de la raiz,
pérdida dental por causa periodontal 25 dientes.'"-?”

Se considera adicionar la complejidad de Estadio Ill, se requiere de rehabilitacién
compleja debido a la masticacion disfuncional, trauma oclusal secundario, movilidad
de los dientes grado 2 o incluso mayor, defecto del reborde éseo severo, colapso
de la mordida, migracion de los dientes, proinclinacién dental, menos de 20 dientes

presentes de estos 10 con antagonista.'"-?” Véase figura 2.



Estadios

Figura 2. Representacion de los estadios periodontales y sus caracteristicas
clinicas.

2.1.7 Extension y distribucion de periodontitis

Extension y distribucion: se debe agregar a cada uno de los estadios como un
descriptor, hay dos, la extensién localizada que se refiere a menos del 30% de los
dientes involucrados, generalizada mas de 30% de los dientes implicados, o patrén
molar incisivo.?°

En algunas ocasiones pueden estar presentes algunas caracteristicas de la
complejidad sin embargo solo es necesario con que un unico factor de complejidad
se exprese lo que conlleva a que se cambie a un estadio mas avanzado.?®La
periodontitis estadio Ill y IV se pueden identificar por sus caracteristicas claras, pero
el diagnéstico diferencial entre la periodontitis leve y gingivitis requieren de una
correcta evaluacién del nivel de insercion clinico interdental lo cual justificara iniciar

cualquier tratamiento periodontal.?”-2°

2.1.8 Grados

El Grado es un indicador de la velocidad o bien la tasa de progresion de la
periodontitis, son tres grados, el A representa un grado de progresioén lenta, el B una

progresion moderada y el grado C se refiere a una progresion rapida.2?
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1. Evidencia directa de progresion, los datos radiograficos muestran una pérdida
Osea alveolar o de insercion clinica, con una temporalidad de cinco afnos de
evaluacion. En el grado A no hay evidencia de pérdida 6sea, grado B hay pérdida
o0sea menor de 2 mm y el grado C se presenta una pérdida de mas o igual a

2mm.27.29

2. Evidencia indirecta de progresion: Debido a la falta de informacion previa de la
pérdida 6sea radiografica o de insercion clinica, se considera determinar el grado
por el porcentaje de pérdida 6sea dividida entre la edad cronolégica del paciente. Al
realizar division podremos obtener un valor numérico que indicara el grado en el
que se categoriza la condicidn del paciente, grado A es menor a 0.25, el grado B es
de 0.25 a 1.0 y en el grado C es mayor a 1.0, considerando el sitio, se debe
seleccionar el diente con mayor pérdida 6sea, 0 mayor severidad de afeccion de los
tejidos periodontales.?729:30

La evidencia indirecta pudiera asignarse por la respuesta de los tejidos
periodontales a la presencia de la biopelicula dental es decir la relacion de la
severidad de pérdida de tejidos periodontales en relacion a la cantidad de depdsitos
microbianos como: Niveles bajos de destruccién referente al grado A en relacion a
la cantidad de biopelicula, en el grado B los depdsitos de biopelicula dental son
acordes a la destruccion de tejidos y en el grado C hay una gran destruccion de
tejidos respecto a la presencia o cantidad de biopelicula, La falta de respuesta en

las terapias periodontales se incluye el patrén incisivo molar.27-2°

2.1.8.1 Modificadores de grado

Los modificadores de grado sugieren a los factores de riesgo como el tabaquismo,
control glicémico en pacientes diabéticos: el grado A se incluye a los no fumadores,
sin diabetes o0 normoglucémicos, en el grado B se destaca Hemoglobina glicosilada
de <7% en pacientes con diabetes, grado C en pacientes diabéticos 27% de
hemoglobina glicosilada, fumadores de >10 cigarrillos al dia. Riesgo de impacto

sistémico de periodontitis, se refiere a la carga inflamatoria determinada a través de
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una prueba de PCR de alta sensibilidad, el grado A es 1 mg/L, grado B 1-3 mg/L,
Grado C >3 mg/L. (3) 27:29:30.31

2.1.9 Tratamiento periodontal (tratamiento de periodontitis)

La eliminacion de los factores causales, biopelicula y la disminucién de los factores
de riesgo son importantes para la prevencion y tratamiento exitoso de periodontitis
a largo plazo, al finalizar la terapia periodontal no quirurgica en la cual es
predominante el control personal de biopelicula en casa y el raspado y alisado
radicular (terapia periodontal no quirurgica) , se realizan tratamientos quirurgicos
regenerativos o bien quirdrgicos resectivos para eliminar sitios con actividad
inflamatoria periodontal, se debe considerar la importancia del mantenimiento

periodontal que definira el éxito del tratamiento a largo plazo.3?

Se realizé una guia practica clinica (GPC) de nivel 3 (S3) para el tratamiento de la
periodontitis en estadio | al estadio lll, la cual establece una terapéutica dependiente
del estadio de la enfermedad, e incluye diversas intervenciones de lo menos
invasivo a lo mas avanzado. Se ha logrado un consenso sobre las recomendaciones

que cubren diferentes intervenciones, con la siguiente guia.3"32

El primer paso de la terapia periodontal consiste en orientar el cambio de
comportamiento de los pacientes con compromiso periodontal, motivandolos a
realizar una eliminacién exitosa de la biopelicula dental supragingival y el control de
los factores de riesgo por lo cual se pueden incluir las intervenciones que a
continuacion se mencionan: control personal de la biopelicula supragingival.
Intervenciones como la motivacion, instrucciones de higiene bucal para mejorar la

eficacia de la misma.32:33

Uso de terapias complementarias para el control de la inflamacién gingival, como lo
son la eliminacion mecanica profesional de placa dental, que consisten en intervenir
profesionalmente para eliminar la placa y el calculo supragingival, asi como posibles
factores de retencion de la misma que perjudican el control adecuado de la higiene

bucal. El control de los factores de riesgo como fumar, control metabdlico de
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diabetes y el ejercicio fisico, asesoramiento dietético y la pérdida de peso corporal.
El control de la biopelicula dental supragingival se realiza por medio de medios
mecanicos y también quimicos, principalmente cepillado dental con cepillos
manuales o eléctricos o bien con limpieza interdental con hilo dental, cepillos
interdentales, irrigadores, palillos dentales, respecto al control quimico de la placa
dentobacteriana son los agentes antisépticos, como los dentifricos, y enjuagues
bucales.32:33.34

Segundo paso: Tratamiento de instrumentacion supra y subgingival, con y sin
tratamientos complementarios. El segundo paso esta relacionado con la causa, el
objetivo principal es controlar, disminuir o eliminar la biopelicula subgingival y el
calculo (instrumentacion subgingival)®®, este paso debera de usarse en todos los
pacientes con periodontitis independientemente del estadio de la enfermedad, solo
en dientes con pérdida de nivel de insercion clinica se pueden considerar las
siguientes intervenciones: uso de agentes fisicos o quimicos coadyuvantes, uso de
agentes moduladores del huésped locales o bien sistémicos complementarios, uso
de antimicrobianos subgingivales administrados localmente de manera
complementaria. La respuesta de cada individuo al segundo paso de tratamiento
periodontal debe evaluarse una vez que los tejidos periodontales cicatricen a lo cual
denominamos reevaluacion periodontal.32:33.34.35

Tercer paso: Intervenciones periodontales quirurgicas periodontales.

El tercer paso de la terapia periodontal consiste en tratar aquellas areas dentales
que no responden adecuadamente al paso dos del tratamiento periodontal, se

mencionan las intervenciones que se contemplan:

La intervencion subgingival repetida con o sin terapias complementarias.
Cirugia periodontal con colgajo (desbridamiento radicular quirdrgico).

Cirugia periodontal resectiva.

B wnh -

Cirugia periodontal regenerativa.36

Cuarto paso: Terapia de soporte periodontal de apoyo para extender los beneficios

a largo plazo.32:33.37
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El cuarto paso es la terapia de soporte periodontal que tiene como objetivo mantener
la estabilidad periodontal en todos aquellos pacientes con tratamiento periodontal,
deben combinarse tratamientos preventivos y terapéuticas establecidas como lo son
el primer y segundo paso de la terapia periodontal dependiente de la condicién

periodontal del paciente tratado.3233.37

2.1.10 Microbiologia
2.1.10.1 Microbioma

El microbioma oral es dinamico y polimicrobiano por lo cual es un precursor de
enfermedades orales como periodontitis y caries dental dos de las enfermedades
de origen microbiano con mayor prevalencia en el mundo, los microambientes
contienen comunidades microbianas que se regulan por medio de sistemas de
senalizacion y por factores ambientales del organismo que los alberga. Las
comunidades microbianas impulsan la homeostasis o disbiosis entendiéndose como
salud y enfermedad.3*

El contenido del genoma colectivo del microbiota o el material genético microbiano
se le ha denominado microbioma, sin embargo, actualmente microbioma y

microbiota se usan como sindnimos.38

2.1.10.2 Definicién

El microbioma se ha definido como una comunidad microbiana caracteristica que
ocupa un ambiente bien definido y que integra propiedades fisico-quimicas distintas.
El concepto no solo se refiere a los microorganismos que intervienen sino también
involucra a su teatro de actividad, lo que resulta en la formaciéon de nichos
ecoldgicos especificos, formando un microsistema dinamico e interactivo cambiante
en el tiempo y la escala, estd integrando en macro ecosistemas que incluyen

huéspedes eucariotas, que son esenciales para su funcionamiento y la salud.3%4°
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La pérdida de la diversidad del microbioma se le ha denominado disbiosis, y a este
se le ha descrito como la composicién alterada de microbios favoreciendo la

aparicion y el brote de patogenos.3940

2.1.10.3 Caracteristicas

El microbiota consiste en la ensambladura de microorganismos pertenecientes a
diferentes reinos como lo son procariotas que incluyen Bacterias y arqueas,
Eucariotas como lo son protozoos, Hongos y Algas, asimismo de que su “teatro
actividad” incluye estructuras microbianas, metabolitos, elementos genéticos
moviles por mencionar como ejemplo transposones, fagos, y virus, ademas de ADN

reliquia incrustado en el habitat.3°

2.1.10.4 Definiciéon de biopelicula

Se ha definido la biopelicula como una comunidad de microorganismos adheridos
a una superficie mantenidos por medio de la secreciéon de una matriz adhesiva
(sustancias poliméricas extracelulares) cuya funcion principal es la proteccién, es
una estructura viva y dinamica, en perpetuo cambio, es el modo dominante de vida
de las bacterias. Dos criterios son esenciales en la formacion de biopeliculas, uno
de los criterios constituye una comunidad mona o generalmente polimicrobiana
sobre una superficie solida (protesis, valvulas artificiales, catéteres), sobre de la cual
se forma una estructura tridimensional (bacterias sésiles), en cuanto al criterio
morfoldgico, tiene una matriz extracelular formada por polimeros complejos, es decir

una sustancia polimérica extracelular.4'4243

2.1.10.5 Caracteristicas

Una de las caracteristicas de las biopeliculas es el quérum sensing que se define
como un tipo de comunicacion entre células bacterianas basadas en la

concentracion de “autoinductores” estas son pequefias moléculas moduladoras que
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se generan durante el crecimiento de las bacterias cuya funcion principal es regular
la expresion de genes. Cuando alcanzan cierto nivel de concentracién los
autorreguladores se unen a los receptores afines a estos, formando un complejo
auto inductor-receptor, que se unen posteriormente al promotor cuyo objetivo es
conducir a la regulacion de genes relacionados a la virulencia bacteriana.*?

En el proceso de maduracion de las biopeliculas, las bacterias adheridas a la
superficie crean un ambiente de proteccion al secretar una sustancia polimérica
extracelular, que impide la entrada a antibi6ticos a la biopelicula, la formacion de
canales de agua dentro de la biopelicula facilita el intercambio de nutrientes y
desechos. La concentracion de oxigeno baja y la nutricion dentro de la biopelicula
en relacion con la superficie de las células periféricas hace que las células de la
periferia hacen que las células crezcan mas rapido en relacion a las células mas
internas a la biopelicula, las células que viven en la biopelicula se vuelven tolerantes

y expresan mas factores de virulencia.*? 44 45

2.1.10.6 Biopelicula periodontal

Las infecciones microbianas por biopelicula dental subgingival son producidas por
patdgenos periodontales especificamente un grupo de especies anaerébicas Gram
negativas denominadas complejo rojo, el cual estd asociado a la inflamacion
cronica. Estas bacterias incluyen Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y
Treponema denticola Véase figura 3, las cuales se encuentran de manera
predominante en bolsas periodontales profundas de pacientes con periodontitis. El
lipopolisacarido, LPS junto con otros factores de virulencia estimula a los
macréfagos y citocinas proinflamatorias que conllevan a la pérdida de tejidos

periodontales.® Véase tabla 1.
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2.1.10.7 Bacterias periodonto-patégenas

Fase inicial (adhesién) Colonizadores primarios Fase decrecimiento  Fase de maduracién
(co-agregacion)  (enfermedad periodontal)
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Figura 3. Formacion de biopelicula y grupos microbianos de Socransky, realizada
en BioRender y Power Point.*°

AD

Tabla 1. Bacterias periodontopatégenas del grupo rojo, factores de virulencia y
accion a nivel celular del huésped, modificacion.

Caracteristicas Factores de Funciones principales
de patoégenos virulencia
periodontales
Porphyromon Capsula Anti fagocitico
as gingivalis Fimbrias Adhesion celular
Proteinas de Contiene Lipopolisacaridos LPS,
Gram — | membrana externa provocando respuesta pro
inflamatoria del huésped y estimula a
No movil las citocinas proinflamatorias.®
Anaerdbico
Pleomorfico Cingipalnas Probabilidad de relacibn con
Alzheimer. °
Tannerella | Varias proteinasas Degrada a las proteinas del
forsythia huésped, proporcionando
aminoacidos esenciales, péptidos y
hemo para el desarrollo de
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Gram —
Anaerobico
No movil

Varilla
pleomorfica en
forma de uso

Treponema
denticola

Gram —
Anaerobico
No movil

En forma de
sacacorchos o
espiral

Lipoproteinas

Motilidad y
quimiotaxis.

Proteinas de la vaina
externa (denti-lisina,
proteinas principales
de la vaina,
lipoproteinas)

Productos finales
metabodlicos

Tannerella forsythia. Degrada a los
tejidos periodontales. ®

Activa las enzimas que degradan las
células del huésped y modifica las
proteinas de la célula huésped para
exponer los criptotopos a la
colonizacion bacteriana. ®

Divide los componentes del sistema

inmunitario innato (citocinas,
factores del complemento) vy
adaptativo (inmunoglobulinas) del

huésped, paraliza la inmunidad del
mismo. °

Componentes activos implicados en
la coagulacién vy fibrinolisis.®

Inducen a la apoptosis celular del
huésped.®

Facilita que la colonizacion de la
bacteria rapidamente a nuevos
sitios, penetre en bolsas
periodontales profundas y en capas
epiteliales, deteriorando la
quimiotaxis y la fagocitosis de los
neutrofilos.®

Favorece la interaccion sinérgica
con otros patdégenos periodontales,
incluidos Porphyromonas gingivalis y
Tannerella forsythia. °

Facilitan la unidn y recubre su
superficie con proteinas solubles del
huésped, impidiendo y causando
retraso, asi el reconocimiento del
huésped.®

Favorecen a la formacion vy
persistencia de biopeliculas,
citotoxicos para varias células del
huésped.®

Resiste ataques ambientales

(antibidticos)
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Sistema toxina-

Antitoxina,
transposasas.

Facilita la transferencia de genes de
virulencia dentro de la biopelicula.®

Una de las bacterias asociadas a la periodontitis de rapida progresion es
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, un patégeno Gram negativo produce
factores de virulencia que suprimen la respuesta inmunolégica como exotoxinas,
leucotoxinas, toxina distensora citoletal. 94546:47:48.49.50 \/gase tabla 2.

Tabla 2. Bacterias periodontopatdgenas y benéficas de la cavidad oral.

Bacterias Grupo Factores de Funciones
virulencia principales

Aggregatibacter | Azul Leucotoxina LtxA  Apoptosis de

actinomycetemc linfocitos.

omitans serotipo
b

Gram -

Toxina distensora
citoletal CDT

Lipopolisacarido
A

Citotoxina CDT causa

dafo genético,
estimulacién de
citocinas
proinflamatorias y
osteoliticas del
huésped.

Molécula
proinflamatoria
favorece la
produccién de IFN-y y
proliferacion de
células T humanas,
Estimula a los
fibroblastos para
fagocitosis de
colageno, induce la
produccion de

radicales libres.
Ensanchamiento de
los espacios
intracelulares
epiteliales. 45-48.50.
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Fusobacterium
nucleatum
subesp.
nucleatum

Comensal oral
anaerobia

Actinomyces
israelii

Anaerobia
facultativa Gram
+, comensal

Naranja-
bacterias puente

Azul

Deteccion de
moléculas
senalizadoras

Vesiculas de
membrana
externa

La
adhesinal/invasina
FadA conservada

Adhesinas Fap2,
RadD y aid1.

Invasiéon-union
por adhesina
FadA

Masa densa de
cadenas
ramificadas

Unidn a citocinas
humanas,
internalizacion. 47:48.

Exportacion de
leucotoxina. 48

Modula la
sefalizacion E-
cadherina/ catenina,
los que promueve

cancer colono
rectal.>.52
Permiten la

interaccion con otras
especies microbianas
bucales, de ahi su
denominaciéon como

bacteria puente.
(11.5)%3

Se une a células
endoteliales,
epiteliales,
fibroblastos y

polimorfonucleares, lo
que facilita la invasion
en los tejidos.%*

Inhibicion de la

actividad fagocitica.
55,56
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2.1.10.8 Fisiologia de la periodontitis

El desarrollo de la periodontitis depende de un huésped susceptible, y de la
presencia de biopelicula subgingival con patégenos periodontales, especificamente
especies anaerobias gramnegativas del “complejo rojo” las cuales incluyen
Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porfiromonas gingivalis que producen
una inflamacién crénica, mismas que se encuentran en bolsas periodontales

profundas.49:57:58

Los patogenos periodontales poseen un factor de virulencia denominado
polisacarido que junto con otros factores de virulencia estimulan la respuesta
inflamatoria, especificamente a los macrofagos del huésped ademas de otras
células inflamatorias, esto a su vez desencadena una variedad de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y la interleucina (IL)-1
B y prostaglandina E 2 (PGE 2).58%°

La presencia de citocinas proinflamatorias y de los factores de virulencia de los
patdogenos periodontales estimulan a los macrofagos, fibroblastos, células
epiteliales y neutrofilos y estos a su vez producen metaloproteinasas, las
metaloproteinasas de matriz fungen como mediadores de la destruccion de los
tejidos periodontales, debido a que tiene un papel mediador de la destruccion de las

fibras de colageno.58%°

Las citocinas proinflamatorias inducen a la expresiéon del receptor activador nuclear
del RANKL en los osteoblastos y las células T que interactuan con el kB (RANK) en
las células precursoras osteoclasticas lo que da origen a nuevos osteoclastos y a
su proceso de maduracion, Los osteoclastos maduros son los responsables de la

destruccion del hueso alveolar.%8.59

La inflamacion es un cambio fisiolégico importante que incrementa el crecimiento

de microorganismos asociados a periodontitis por medio de la destruccién de los
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tejidos, liberando nutrientes como los son el colageno degradado, aminoacidos,
hemo compuestos ademas de hierro, estos nutrientes son transportados en fluido
crevicular que es un exudado inflamatorio, dirigiendo esto al surco gingival, esto a
su vez favorece el crecimiento de bacterias proteoliticas y sacro liticas subgingivales

con afinidad al hierro.3*

2.2 Antecedentes del problema

2.2.1 Generalidades

2.2.2 Uso de antisépticos en periodoncia

Los antisépticos orales tienen funciones variadas en los cuidados periodontales, en
estos se incluyen los colutorios caseros, enjuagues previos a los procedimientos
clinicos, cuidados posquirurgicos e irrigacion de bolsas periodontales durante el
tratamiento periodontal no quirdrgico, su uso es importante para pacientes con
discapacidades fisicas o de desarrollo, mucositis por radiacion, quimioterapia,
ulceras aftosas recurrentes y candidiasis oral, los antisépticos mas usados en
cavidad oral son las biguanidas (clorhexidina) cuya ventaja principal es su
sustantividad o bien la propiedad de unirse de manera reversible a los tejidos
bucales prolongando su efecto antimicrobiano hasta por 12 horas, otros antisépticos
de gran importancia son los aceites esenciales (mentol, eucalipto, timol) y los
compuestos de amonio cuaternario, suelen usarse en forma de enjuague bucal,
chicles, pastas, tabletas, aerosoles, barnicez.%® EI mecanismo en el que actuan
incluye en hacer permeable la membrana plasmatica bacteriana, precipitar las
proteinas del citoplasma, disrumpir la pared celular, inhibicion de las enzimas
bacterianas, la extraccion de endotoxinas LPS de bacterias Gram negativas y

acciones antioxidantes.59.60.61,62,63,64
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2.2.3 Uso de extractos herbales en periodoncia

Un ensayo clinico cruzado en 50 pacientes con gingivitis inducida dividido en dos
grupos, grupo uno (clorhexidina al 0.20% por 14 dias) y grupo 2 (enjuague a base
de hierbas dos veces al dia por 14 dias) Mostré que una mezcla de hierbas (Myrtus
communis, Punica granatum, Quercus brantii, Portulaca olerace y Boswellia serrata)
en enjuague bucal a base de 5 extractos mejord la condicion periodontal en la
gingivitis inducida por placa después de dos semanas, comparable al efecto del
enjuague bucal con clorhexidina al 0.20 % en términos de sangrado al sondeo,
profundidad de bolsa al sondeo, indice gingival e indice de placa.®’

No hubo diferencias significativas entre ambos enjuagues en las evaluaciones
iniciales y seguimiento indice gingival (P = 0.809); Sangrado al sondeo (P 0.292);
indice de placa (P 0.595); Profundidad de bolsa mesial (P 0,177); Profundidad de
bolsa distal (P 0.114); Profundidad de bolsa en lingual (P 0.477); Profundidad de
bolsa bucal (P 0.966). (16) 8’

Una revisiéon sistematica evalu6 el uso de productos para el cuidado bucal a base
de extractos de hierbas, en conjunto con el raspado y alisado subgingival (RAR)y
el raspado supragingival (RS), pueden promover beneficios adicionales en
comparacion con el tratamiento periodontal unico, teniendo incluso resultados
comparables con la clorhexidina, esto podria ayudar a disminuir el uso de productos
quimicos y disminuir los efectos secundarios, de acuerdo a la literatura disponible
los productos a base de hierbas (enjuague bucal y solucién para irrigacion )
utilizados junto con raspado y alisado radicular o raspado supragingival obtuvieron
resultados clinicos superiores en comparacion al uso de placebos o ningun
complemento de irrigacion. Los productos a base de hierbas para el cuidado bucal
que contenian el 1% de Matricaria chamomilla, extractos de Saussurea lappa,
Triphala, 4%de Ocimum sanctum y enjuagues multi-herbales aunados a raspado y
alisado radicular demostraron resultados comparables a clorhexidina (6 estudios)
o significativamente mejores (4 estudios). Los productos dentales a base de hierba
de limoén y el ginseng rojo, utilizados como tratamiento complementario de RAR

obtuvieron resultados comparables a la clorhexidina y productos convencionales (4
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estudios). Sin embargo, se sugiere la falta de investigaciones sobre sus efectos

secundarios.®®

Una revisién practica concluy6 que los materiales vegetales podrian utilizarse con
excelentes resultados para el tratamiento de la periodontitis, debido al perfil de
seguridad favorable ademas de menores efectos secundarios en comparacion a los
agentes como la clorhexidina. Sin embargo, es esencial realizar, las investigaciones
corroboran su eficacia y seguridad a largo plazo. Multiples estudios demuestran las
ventajas de la fitoterapia como remedio de la periodontitis e indican la utilidad de la
corteza de Quercus spp. la raiz de Baikal, cascara, corteza y raiz de granada, las
hojas del té, los frutos de arandano y hojas de salvia, aceite esencial de Lippia

sidoides.®®

Una revision de estudios demostrd la importancia de la utilidad de las sustancias
que tienen como principio activo un extracto etandlico que se obtiene de la
manzanilla capitulum, (Matricaria recutita lavandula), corteza de Roble (Quercus
spp.), hoja de salvia (salvia officinalis L.), hierba de arnica (Arnica spp.), rizoma de
calamo (Acorus calamus L.), hierba de menta (Mentha piperita L.), hierba de tomillo
(Thymus ssp.). Ademas de confirmar que el extracto liquido compuesto por siete
plantas medicinales (CHE): Capitulum de manzanilla, hierba de arnica, hojas de
salvia, corteza de roble, hierba de tomillo, hierba de menta y rizoma de calamo.®’

También Dentosept (Stomatofit) A(CHEB) contiene una sustancia que tiene efecto
tépico anestésico , benzocaina al 2 % ademas de glicerina e hidroxietilcelulosa que
aumentan su adhesion a la mucosa bucal, tienen un efecto antibacteriano
antiinflamatorio, inmunomodulador y astringente, ademas de considerarse para la
prevencion y tratamiento integral de la periodontitis, atencion de enfermedades por
virus, bacterias, hongos de la mucosa yugal , faringe, permiten acortar el tratamiento

de las mismas.%’
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2.2.4 Clasificacion de preparaciones medicinales a base de hierbas

Los materiales vegetales normalmente se secan, usualmente mezclas de varios

tipos de materia vegetal triturada o integradas con sales y ésteres como aditivos.
68,70

Se refiere a formulaciones resumidas no refinadas o galénicas eliminan los
ingredientes inactivos, contienen sustancias biolégicamente activas. En estos se
incluyen infusiones y decocciones de hierbas, tinturas, extractos y elixires. Las
infusiones y decocciones son preparados liquidos que representan extractos de
materias primas de hierbas, como lo son las soluciones acuosas de la materia herbal
seca o extractos acuosos (concentrados). Las tinturas son formulas de extractos
alcohdlicos y acuosos de las hierbas medicinales producidas sin calentamiento ni
eliminacién del solvente que separa los ingredientes. Los extractos son extracciones
concentradas de plantas medicinales en forma liquida uno a uno, semisélida menos

del 25% o seca con una humedad del menos 5 %.58.70

Los elixires son formulaciones medicinales liquidas transparentes de extracciones
que suelen ser alcohdlicas o bien también acuosas de las plantas medicinales a las

que se afnaden algunos farmacos o incluso azucares o saborizantes:

Son las denominadas formulaciones Novo-galénicas o bien fito-preparados los
cuales contienen una mezcla de sustancias biolégicamente activas y a su vez

también libres de ingredientes inertes y adyuvantes. 6870

Ingredientes farmacéuticos activos son aquellos compuestos aislados de plantas o

hierbas como lo son la serotonina, morfina, rutina, lisergina. 6870

Los fito-preparados combinados, combinan sustancias extraidas de las plantas con

ingredientes generalmente sintéticos.8.70
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2.2.5 Caracteristicas generales de Quercus spp.

Las especies de Quercus , también conocidas como Roble, representan un género
de gran importancia de la familia de Fagaceae, a estos se les ha atribuido un uso
medicinal tradicional para tratar y prevenir diversos trastornos humanos como lo son
asma, hemorroides , problemas gastrointestinales como diarreas, ulceras gastricas
ademas de favorecer la cicatrizacién de heridas, se le han atribuido actividades
antiinflamatorias, antibacterianas, hepato-protectoras, antidiabéticas,
anticancerigenas, gastro protectoras, antioxidantes y citotdxicas, gracias a sus
compuestos bioactivos como terpenos, acidos fendlicos y flavonoides.°

Los arboles de Quercus se distribuyen ampliamente en los bosques de los
hemisferios norte y en zonas tropicales, principalmente en el mediterraneo como
Portugal, Espafia, Argelia, Francia, Italia, Tunez y Marruecos, Asia y América del

Norte tienen la mayor variedad de especies.®®

2.2.6 Usos de Quercus spp. en tratamientos para humanos

En la medicina tradicional se ha utilizado la corteza de los arboles Quercus spp.
para tratar diversas enfermedades, debido a sus propiedades medicinales esto
gracias a los compuestos fendlicos que tienen actividad antioxidante, antimicrobiana
y antiinflamatoria. La corteza de Quercus se ha utilizado con mayor atencion debido
a sus multiples usos medicinales tradicionales, el bajo costo y su importante
abundancia, debido a que se obtiene del residuo de los arboles es decir la corteza.
69,71

La especie mas conocida en Europa es Quercus robur (entiéndase Roble comun),
cuyo origen es Europa, Asia América del norte y generalmente se ha usado para

desinflamar y para control de diarreas.%%71.72

2.2.7 Actividades farmaco-biolégicas de Quercus spp.

Una revision describio las actividades farmaco-biolégicas de los compuestos
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individuales de especies de Quercus, los cuales tienen actividad antioxidante,

antibacteriana, antiinflamatoria y citotoxica.”! Véase tabla 3.

Tabla 3. Modificacién de actividades farmaco-biolégicas de los ingredientes
individuales de Quercus spp.”™

Compuesto

Poliatidina

A -3,23-O-butirato  de
metilo Ester d
glucopiranosil del acido
2,3,19,23-tetrahidroxi-urs-
12-en-28-oico

B -3,23-O-butirato  de
metilo-2,3,19 Ester d-
glucopiranosil del acido
,23-tetrahidroxi-olean-12-
en-28-oico Acido

C -23-acetoxi-2,3,19
trinidroxido-12-en-28.

B-Sitosterol-D-glucésido

Tiliroside

Epicatequina

A - (-)-Epicatequina
B -Procianidina B3
C -Procianidina B4

Usos

Trastornos
dermatoldgicos

Antiinflamatorio

Antidiabético

Antidiabético

Antioxidante

Antiinflamatorio

Mecanismo de accion

Potencial importante de
inhibicion de tirosinasa en
comparacion al control
positivo, acido koéjico valor de
C 150 de 4,05 +/-0,30
ug/ml.”3

Los compuestos A, B, C
demostraron actividades
antiinflamatorias importantes
en comparacion al control
positivo la indometacina (IC50
(uM): 8,2 +/- 0,6, 12,8 +/- 0.8,
19.1 +/- 6.1 y 47.4 +/- 4.5,
respectivamente, asi como
una gran actividad contra las
citocinas proinflamatorias IL-
6, IL-8.74

Actividad moderada de
inhibiciéon de glucosidasa.”7"®

Alta actividad de inhibicion de
la a -glucosidasa con una
IC50 de 28,36 +/- 0,11
mmol/L.7576

Elevada actividad
antioxidante con
concentraciones inhibidoras
(IC50) de 22,55 + 2,23
mmol/L que la quercetina.”®

Los compuestos A, B, C
mostraron actividades
inhibidoras dependientes del
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desapego de la expresion
genética de COX-2 e IL-1 B.”"

2.2.8 Farmacopea de Quercus spp.

Una revision indic6 que las especies de Quercus se han utilizado como
antioxidantes, antidiabéticos, anticancerigenos, antiinflamatorios y antibacterianos,
los estudios fitoquimicos actuales de esta especie de arbol del género Quercus
demostraron la presencia de acidos fenodlicos especialmente el acido elagico, acido
galico y sus derivados y flavonoides particularmente el 3-Flavanol y los taninos son
omnipresentes en todas las especies de roble, los compuestos fendlicos, triterpenos
y flavonoides tienen un efecto positivo antiinflamatorio, antidiabéticas y
anticancerigenas invitando a su consideracion como candidatos prometedores para

el desarrollo de nuevos agentes farmacéuticos.”’

2.2.9 Fitoquimica de Quercus spp.

Un estudio analizé los perfiles de los metabolitos biolégicamente activos de tres
especies de arboles de Quercus spp. en Quercus acutissima se encontrd que en la
corteza existen cuatro acidos fendlicos, que son acido elagico, acido galico, cafeico
y protocatéquico, de estos cuatro el mas predominante fue el acido elagico (13,50
mg 100 g 1DW) en segundo el acido galico en una proporcion de (7,09 mg 100 g 1
DW) las cantidades fueron menores respecto a cafeico y protocatéquico. En la
corteza de Quercus Robur, se determind que existen cuatro acidos fendlicos de 20
compuestos, acido galico, acido elagico , acido vainillico y acido protocatéquico, de
estos el predominante fue el acido elagico (97,82 mg 100 g PS) y una presencia
menor de los otros acidos fendlicos, ademas se detectd una elevada cantidad de
catequina, respecto a la corteza Quercus macrocarpa se determiné la existencia de
una cantidad muy alta de acido cafeico (100.68 mg 100 g-1 DW) , ademas de

confirmar la presencia de acidos fendlicos en menor proporcion como los son el
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acido elagico, acido protocatéquico, acido galico. Debido a la presencia de taninos
la corteza del roble de Quercus robur posee una accion astringente y
antiinflamatoria, por lo que se usa generalmente para uso externo por mencionar
algunos usos como compresas como bafios para enfermedades de la piel, como lo
son eczemas, sabafones, sudor excesivo de sudor en los pies, también se ha usado

para control de hemorroides e inflamaciones de los 0jos.%°

2.2.10 Farmacocinética Quercus spp.

Un estudio en ratas administré un extracto etandlico (hidroalcohdlico) de agallas de
Quercus brantii mediante una sonda en dosis aguda y repetida, dosis aguda de 2000
mg/kg en ratas hembra las cuales fueron observadas durante 14 dias, en la
evaluacion de la toxicidad de dosis repetida se administro el extracto (50, 500, y
1000 mg/Kg/dia)por 28 dias, los resultados de la evaluacion de dosis aguda no
produjeron mortalidad ni cambios de comportamiento en las ratas durante los 14
dias de observacion, en modelos repetidos de toxicidad oral, el incremento
significativamente (P <0,05)los niveles de hemoglobina corpuscular media,
hormona estimulante de la tiroides y disminuyo6 significativamente los niveles de
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) en dosis de Quercus brantii (dosis de 50mg/kg),
ademas de revelar lesiones microscépicas en el higado , rifidn, estbmago, corazon,

bazo, pulmén, Utero y ovario en los grupos dosificados de 500 y 1000mg/kg.””

2.2.11 Efecto antimicrobiano de Quercus spp.

Una investigacion demostré que la corteza de Q. acutissima, Q. macrocarpa, Q.
robur, asi como el acido elagico y cafeico utilizando método de micro dilucién
exhibieron actividad antibacterial comparable a los antibioticos, dicha actividad fue
mayor en los extractos de Q. robur en comparaciéon con otras especies, los tres
extractos exhibieron mayores actividades antibacterianas contra Pseudomonas
aeruginosa, M. flavus y E. coli. en comparacién con otras especies bacterianas, en

cuanto a la concentracion minima inhibitoria los valores oscilaron en 0.04 y 0.29
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mg/mL -1, mientras que la prueba de concentracion bactericida minima fue de 0.11
y 0.66 mg/mL -1. Los tres extractos exhibieron mayores actividades antibacterianas
contra Pseudomonas aeruginosa, M. flavus y E. coli. Siendo Quercus Robur el que
presento actividades antibacterianas mas altas. Quercus robur concentracion
minima inhibitoria y bactericida (mg/mL -1) en E. coli 0.10 £ 0.01 / 0,21 £ 0.02, en
M. flavus 0.10 £ 0.01 / 0.21 + 0.02 en S. aureus 0.23 + 0.02 / 0.45 £ 0.01, P.
aeruginosa 0,05 £ 0,01 /0,11 £ 0,01 respectivamente. Los resultados para acido
elagico y cafeico fueron comparables y superiores respecto a Los 3 extractos de
Quercus. Acido elagico obtuvo resultados en P. aeruginosa de MIC y MIB 0.04 +
0.01/0.10 £0.01 y E. coli 0.09 £ 0.01/0.19 £ 0.03, en M. flavus 0.09 + 0.01 /0.18
+ 0.01 los valores de MIC y MIB en el acido cafeico en P. aeruginosa 0.06 + 0.01 /
0.13+0.01, E. coli0.11 £0.01/0.25 £ 0.01, M flavus 0.13 £ 0.01/ 0.30 £ 0.02.5°

Un estudio in vitro evalu6 extractos de las agallas de Q. infectoria y su efecto en los
factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa obtenidas de heridas por
quemaduras, como resultado informaron que estos combaten infecciones debido a
sus componentes, gracias a la alteracion del sistema de deteccion del quérum del
patogeno P. aeruginosa mediante el debilitamiento de la virulencia y coordinacién
bacteriana, ya que los niveles de expresion de los genes rhl y exotoxina A (ETA),
se redujeron gracias a los extractos de las concentraciones sub inhibitorias de Q.
infectoria dicho extracto de Quercus regula negativamente la expresion de los genes
por lo cual se sugiere su uso valioso como profilactico y terapéutico, sobre todo en
microorganismos resistentes a antibiéticos, uno de los primeros estudios en informar
de que los extractos de Q. infectoria afectan a P. aeruginosa con mecanismos
duales que implican el efecto inhibitorio directo del crecimiento y la reduccién de la
expresion de algunos genes reguladores de la virulencia bacteriana por ende
inhibicion de la formacion de biopelicula. Los resultados fueron: la resistencia a
todos los antibioticos excepto a amikacina y ciprofloxacino. La concentracion
minima inhibitoria, Q-1 5 mg/ml, Q-2 10mg/ml, Q3 2.5mg/ml, Q4 20 mg/ml.
Concentracion minima bactericida Q-1 10mg/ml, Q-2 20mg/ml, Q3 4 mg/ml, Q-4
25mg/ml. La inhibicién de biopelicula tuvo una reduccion notable principalmente en
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Q-3 y Q-4. Resultados de RT-PCR revelaron que los niveles de la expresion de rhi
y exotoxina A (ETA), incluida la virulencia se redujo con la exposicidn a extractos de
Qi.”®

Un estudio in vitro evalu6 el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de
agallas de Quercus infectoria sobre Aggregatibacter actinomycetemcomitans los
resultados de la investigacion fueron: Diametros de areas de inhibicion de A. a. en
placas con extracto Qi midieron 10.33,12.83,16.83mm para concentraciones de
2.5,5,10mg/ml respectivamente. Para CHX al 0.2% fue de 17.13mm y para
doxiciclina 13.13mm. La concentracidon minima inhibitoria y bactericida fue para el
extracto de Qi de 2.5 y 5mg/ml respectivamente, para clorhexidina 0.0039 y 0.0078
respectivamente, las comparaciones por pares de los valores del diametro de la
zona de inhibicion revelaron valores comparables entre todos los grupos del extracto
y clorhexidina al 0.20%, excepto para concentraciones de 2.5 y 5 mg/ml del
extracto.”

Una investigacién in vitro evalué un gel muco adhesivo de Quercus brantii L. y
coriandrum sativum L, para la administracién periodontal. (Gel F) se realizé una
evaluacion antibacteriana de los halos de inhibicién de P. gingivalis y los resultados
de las zonas de inhibicion en el cultivo de P. gingivalis fueron del gel F517.23 £ 0.2
mm y para tetraciclina 20mm.8°

Una investigacién sobre la composicion quimica, actividad antibacteriana y
mecanismo relacionado de Valonia y cascara de Quercus variabilis Blume
(Fragaceae) contra Salmonella paratyphi Ay Staphylococcus aureus los resultados
indicaron que Valonia y Quercus son bioactivos para las siguientes cepas, para las
cepas S. aureus, Valonia 10.89 = 0. 122 cascara 8.99 + 0. 222 Punica granatum
10.22 £ 0.18a cloranfenicol 24.83 £ 0. 612 y para S. paratyphi A para valonia
12.37 £ 0. 362 cascara 9.62 + 0. 16a Punica granatum 10.30 = 0. 212 y para
cloranfenicol 29.96 + 0.012. Los valores de la concentracién minima inhibitoria de la
fraccidén de n-butanol y los extractos de valonia vs S. paratyphi A y S. aureus fueron

1.25 mg/ml y 0.625 mg/ml.8" Véase resumen de tabla 4.
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Tabla 4. Resumen de ensayos sobre los efectos antimicrobianos de extractos o geles en cepas bacterianas.

Estudio
Evaluacion del
efecto
antibacteriano  del
extracto

hidroalcohdlico de
agallas de Quercus
infectoria sobre
Aggregatibacter
actinomycetemcomit
ans.

Estudio in vitro
(se repitio 3 veces)

Ano 2023

Los extractos de
agallas de Quercus
infectoria reducen la
produccion de
factores de

Metodologia

Extracto
hidroalcohdlic
o de agallas
de Quercus
infectoria.
Difusion en
pozo de agar
y
microdilucion
en caldo para
evaluacion
antimicrobian
ade
Aggregibacte
r
actinomycete
mcomitans
96 pocillos

Polvo de
agallas de
Quercus
infectoria,
disueltos

Grupo control

Control positivo

Difusién en pozo
agar evaluacién a
las 24 horas (20
Ml de clorhexidina
al0.2 %y 20 plde

solucion
doxiciclina
mg/ml).

Microdilucion en

caldo
100 ul de

solucion de CHX
al 0.2 % y 100 ul

de solucion de
doxiciclina de
0,512 mg/ml

Control positivo

(Amikacina,
Ceftazidima,
Cloranfenicol,
Ciprofloxacina,

(12.5

Grupo de
estudio

Extracto de Q..
20 yL, en
diferente
concentracion:
0.08, 0.15, 0.3,
0.625, 1.25, 2.5,
5y 10 mg/mL.

100 yl de la
solucioén de 20
mg/ml de Qi

Extracto de Q.
infectoria mas
disolventes.
(Cultivos de P.
aeruginosa)

Resultado

Diametros de areas de inhibicion de
A.a. en placas con extracto Q.i
midieron 10.33,12.83,16.83mm
para concentraciones de
2.5,5,10mg/ml respectivamente.
Para CHX al 0.2% fue de 17.13mm
y para doxiciclina 13.13mm.

La concentracion minima inhibitoria
y bactericida fue para el extracto de

Q de 25 y 25mg/ml fue
significativamente inferior a
clorhexidina 0.0039 vy 0.0078

respectivamente.”®

Resistencia a todos los antibidticos
excepto a amikacina y
ciprofloxacino

Concentracion minima
Q-1 5mg/ml, Q-2 10mg/ml,

inhibitoria
Q3
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virulencia

controlados por la

deteccién
quérum sensing.

In vitro
Ano 2019

de

acetato de
etilo, n-
butanol,

etanol y agua,
antes de usar
se disolvieron
en se
disolvieron en
dimetilsulfoxi
do al 10%.
Cultivos P.
aeruginosa
de
quemaduras.
Andlisis de
inhibicién de
biopeliculas
Reaccion en
cadena de la
polimerasa
(transcripcion
inversa)
RT-PCR
tiempo
para
monitorear la
expresion de
los genes
indicadores
lasl, lasR, rhll
y rhiIR

en
real

Doxiciclina,
Meropenem,
netilmicina
Tobramicina)

y

Q-1 Acetato de

etilo
Q-2

n-Butanol,

Q-3 Etanol,

Q-4
acuoso

Extracto

2.5mg7ml, Q4 20mg/ml.
Concentracion minima bactericida
Q-1 10mg/ml, Q-2 20mg/ml, Q3 4
mg/ml, Q-4 25mg/ml.

Inhibicion de biopelicula: reduccion
notable principalmente en Q-3 y Q-
4.

Resultados de RT-PCR revelaron
que los niveles de la expresion de
rhl y exotoxina A (ETA), incluida la
virulencia se redujo con la
exposicion a extractos de Q.i.”®
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Perfil de polifenoles

y potencial
farmacéutico de
Quercus.

Ensayo de
bioactividad

Ano 2019

Evaluacién
de los perfiles
de polifenoles
mediante
HPLC-DAD
(cromatografi
a liquida de
alta
resolucion
con detector
de arreglo de
diodos) en
extractos de
Quercus
robur, Q.
macrocarpa y
Q.
acutissima.
Evaluacién
de
actividades
antibacterian
as contra
Pseudomona
S aeruginosa,
Micrococcus
flavus y
Escherichia
coli.

Bacillus
cereus
Listeria
monocytogen
es

Acido elagico
Acido cafeico
Estreptomicina

Extractos de
Quercus robur,
Q. macrocarpa y
Q. acutissima

Cepas
bacterianas
Micrococcus
flavus
Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa

Los tres extractos exhibieron
mayores actividades
antibacterianas contra
Pseudomonas  aeruginosa, M.

flavus y E. coli. Siendo Quercus
robur el que presentd actividades
antibacterianas mas altas.

Quercus  robur  concentracion
minima inhibitoria y bactericida
(mg/mL -1) en E. coli 0.10 £ 0.01 /
0.21+£0.02,en M. flavus 0.10 £ 0.01
/ 0.21 £ 0.02 en S aureus 0.23 %
0.02 / 0.45 = 0.01, P. aeruginosa
0,05 + 0,00 /0,11 £ 0,01
respectivamente. Los resultados
para acido elagico y cafeico fueron
comparables y superiores respecto
a Los 3 extractos de Quercus. Acido
elagico obtuvo resultados en P.
aeruginosa de MIC y MIB 0.04 +
0.01/0.10 £ 0.01 y E. coli 0.09 +
0.01/0.19£0.03, en M. flavus 0.09
1+ 0.01 /0.18 £ 0.01 los valores de
MIC y MIB en el acido cafeico en P.
aeruginosa 0.06 + 0.01 / 013 %
0.01, E. coli 0.11 £ 0.01 / 0.25 %
0.01, M. flavus 0.13 £ 0.01/0.30
0.02.%°
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Estudio

Composicion

quimica, actividad
antibacteriana y
mecanismo
relacionado de
Valonia y cascara de
Quercus  variabilis
Blume (Fragaceae)
contra  Salmonella
paratyphi a y
Staphylococcus
aureus.

In vitro

ARo 2019

Staphylococc

us aureus

Metodologia  Grupo control Grupo de
estudio

Extracto de Puanica granatum Extracto de

Valonia y y acido elagico Valonia y

cascara de control negativo  cascara de

Quercus Quercus

variabilis Cloranfenicol variabilis blume.

Blume, se

proceso6 la

cascara de Q.
variabilis (500
g) de acuerdo
con el paso
anterior y se
obtuvieron el

extracto
crudo en
etanol (6.00

g), extractos
de éter de
petréleo (0,52
g), extractos
de acetato de
etilo (0.42 g),
n- Se
obtuvieron

extractos de
butanol (4.07

Resultado

Los resultados indicaron que
Valonia y Quercus son bioactivos
para las siguientes cepas, para las
cepas S. aureus

Valonia 10.8.9 £ 0. 122 cascara 8.99
+ 0. 222 Punica granatum 10.22 +
0.18a cloranfenicol 24.83+0.61%y
para S. paratyphi A para Valonia
12.37 £ 0. 362 cascara 9.62 +
0. 16a Punica granatum 10.30 £ 0.
212y para cloranfenicol 29.96 +
0.012.

Los valores de la concentracion
minima inhibitoria de la fraccion de
n-butanol y los extractos de valonia
vs S. paratyphi A y S. aureus fueron
1.25 mg/ml y 0.625 mg/m|.8"
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g) y extractos
de agua (3.97
9)

Cepas
evaluadas
Salmonella
paratyphi A
(S. paratyphi
A) y
Staphylococc
us aureus (S.
aureus)
Salmonella.
typhimurium
Salmonella.
enteritidis
Listeria
monocytogen
es.
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2.2.12 Efecto antiinflamatorio de Quercus spp.

Un estudio en ratas evaluo los efectos antioxidantes y antiinflamatorios del extracto
de Quercus brantii sobre la colitis ulcerosa inducida por acido 2,4,6-trinitrobenceno
sulfonico (TNBS) en ratas, se estudiaron 70 ratas machos Wistar 7 grupos de 10
ratas, El tratamiento de las ratas con QB disminuy6é el dano microscépico y
macroscopico, ademas de disminuir la actividad de TNF- a, IL-6, NO (6xido nitrico),
MPO y MDA. Los resultados en cuanto a la evaluacion de mediadores de
inflamacion: Las ratas control con (TNBS) sin tratamiento tuvieron niveles séricos
mas altos de TNF-a en comparaciéon al grupo simulado (75 + 6.03 vs. 44 + 5.66
pg./ml, respectivamente, P < 0,0001). En el tratamiento de las ratas con QB
disminuyo el daio microscopico y macroscopico, ademas de disminuir la actividad
de TNF- q, IL-6, NO (6xido nitrico), MPO y MDA.82

Evaluaciéon de mediadores de inflamacion.

Las ratas control con (TNBS) sin tratamiento tuvieron niveles séricos mas altos de
TNF-a en comparacion al grupo simulado (75 * 6.03 vs. 44 + 5.66 pg./ml,
respectivamente, P < 0,0001). No se observaron diferencias significativas entre las
ratas tratadas respecto a NO, IL-6, TNF- a con 400 mg /kg de QB y el grupo tratado
con sulfasalazina (P <0.173).82

El biomarcador de inflamacion aguda de MPO (mieloperoxidasa), los grupos
tratados con QB tuvieron un menor efecto inhibidor sobre MPO en comparacion con
la sulfasalazina como control positivo (P <0.0001).82

Los grupos tratados con sulfasalazina y extracto de QB 400 mg/kg, por via rectal no
tuvieron diferencia significativa entre la disminucién de MDA (malondialdehido) (P
<0.5181). Se observaron diferencias significativas entre las ratas tratadas respecto
a NO, IL-6, TNF- a con 400 mg /kg de QB vy el grupo tratado con sulfasalazina (P
<0.173).82

Biomarcador de inflamacion aguda de MPO (mieloperoxidasa), los grupos tratados

con QB tuvieron un menor efecto inhibidor sobre MPO en comparacién con la
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sulfasalazina como control positivo (P <0.0001) Los grupos tratados con
sulfasalazina y extracto de QB 400 mg/kg, por via rectal no tuvieron diferencia

significativa entre la disminucién de MDA (malondialdehido) (P <0.5181).82

Un estudio Exploré el potencial antiinflamatorio agudo y cronico de extractos de
Quercus leucotrichophora A. Camus en ratas Wistar fue realizada en ratas
Antiinflamatorio in vivo e in vitro. Los resultados de analisis agudo 2000 mg/kg de
QLME, no se observaron cambios fisioldgicos ni de comportamiento, ni muertes en
los 14 dias posteriores. La carregenina aumenté considerablemente el edema de la
pata de las ratas (p < 0,0001). efecto de QLME en el edema de la pata de la rata. El
porcentaje maximo de inhibicion lo presenté QLME (29.03%) a 600 mg/kg, fue
mayor que piroxicam y otros grupos. Edema en oido en ratas inducido por xileno el
cual redujo significativamente con QLME de 300 y 600 mg/kg. Diametro de las patas
de ratas artriticas, el % maximo de inhibicion lo presento el metrotexato (50.02%)
segundo de las ratas tratadas con 600mg/Kg/dia (48.34%) en el dia 28. El %
maximo de inhibicion lo presenté MTX (50,02 %) seguido de ratas tratadas con
QLME 600 mg/kg/dia (48,34 %) el dia 28. Cuantificacion de biomarcadores por PCR
en tiempo real, en sangre de ratas. Las expresiones de los genes de IL-6, IL-13, NF-
kB, TNF-a y COX-2 redujeron significativamente con QLME de 600 mg/kg (NF-kB:
1.71+£0.20, COX-2:1.72 £ 0.19, IL- 6: 1.66 £ 0.09, TNF-a: 1.62 £ 0.29, e IL-1[3: 1.67
1 0.20 veces el cambio) y Metrotexato (NF-kB: 1.48 £ 0.15; COX-2: 1.45 £ 0.06, IL
-6:1.52 £ 0.09, TNF-a: 1.34 + 0.14, e IL-1B: 1.47 £ 0.12 veces).®3

Una investigacion en ratas estudio los efectos de los extractos etandlicos de
Quercus brantii, Cirsium vulgare y Falcaria vulgaris sobre Ulcera gastrica indices
anti oxidantes e inflamatorios y la expresion genética en ratas y obtuvieron como
resultado: Disminucion de la expresion de los genes que aumentan ante la
presencia de ulcera gastrica, C-fos, C —myc, Caspasa-9y Bcl en los grupos tratados
con extractos, siendo el extracto de QB que mostré mejores resultados, incluso
mejor que el omeprazol. Los resultados de inhibicién de ulceras de los extractos

hidroalcoholicos de Falcaria vulgaris, Quercus brantii y Cirsium vulgare fue de
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75.80%, 79.03% y 3.22 %. Factores inflamatorios: Los niveles de albumina sérica
aumentaron en el grupo control negativo y de tratamiento especialmente en Quercus
brantii. El nivel de proteina total en suero, Haptoglobina, globulina aumentaron en
comparacion al grupo control, los resultados en cuanto a globulina fue mejor en

Cirsium vulgare.®* Véase resumen de tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de estudios Actividad antiinflamatoria de la intervencion de extractos de Quercus spp.

Estudio

Efectos
antioxidantes y
antiinflamatorio
s del extracto
de Quercus
brandi sobre la
colitis ulcerosa
inducida  por
acido 2,4,6-
trinitrobenceno
sulfénico
(TNBS) en
ratas.

In vitro

Afo 2021

Metodologia

70 ratas machos
Wistar

7 grupos de 10.
G1 sulfasalazina
via oral

G2 control
negativo (TNBS)
G3 200 mg/Kg
extracto de
Quercus brandi
QB.

G4 400 mg/Kg via

oral.

G5 200 mg/Kg gel

de QB via rectal.

G6 400 mg/Kg de

QB gel via rectal
G7 500mg/Kg de
sulfasalazina via
oral.

Evaluacién de
cambios
macroscopicos e
histolégicos de
colon.
Biomarcadores
de inflamacioén
MPO y MDA
(estrés oxidativo)

Grupo
control
Control
positivo G1
sulfasalazi
na via oral.
G2 control
negativo
(TNBS)

Grupo de
estudio

Ratas con colitis
ulcerosa
inducida por
(TNBS)

Resultado

El tratamiento de las ratas con QB
disminuyé el dafio microscopico y
macroscopico, ademas de disminuir la
actividad de TNF- q, IL-6, NO (éxido
nitrico), MPO y MDA

Evaluacion de mediadores de
inflamacion.

Las ratas control con (TNBS) sin
tratamiento tuvieron niveles séricos
mas altos de TNF-a en comparacion al
grupo simulado (75 + 6.03 vs. 44 *
5.66 pg./ml, respectivamente, P <
0,0001).

No se observaron diferencias
significativas entre las ratas tratadas
respecto a NO, IL-6, TNF- a con 400
mg/kg de QB y el grupo tratado con
sulfasalazina (P <0.173).
Biomarcador de inflamacion aguda de
MPO (mieloperoxidasa), los grupos
tratados con QB tuvieron un menor
efecto inhibidor sobre MPO en
comparaciéon con la sulfasalazina
como control positivo (P <0.0001)

Los grupos tratados con sulfasalazina
y extracto de QB 400 mg/kg, por via
rectal no tuvieron diferencia
significativa entre la disminucion de
MDA (malondialdehido) (P <0.5181).82
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Exploracién
del potencial
antiinflamatorio
agudo y
cronico de
extractos de
Quercus
leucotricoflora
A. Camus en
ratas Wistar:
una vision
mecanicista.

En ratas

In vitro
Antiinflamatori
0 in vivo

Ano 2023

Extractos de Q.
leucotricoflora A.
Q. I. extracto
metandlico

54 ratas wistar en
6 grupos 6 ratas
cada una

Actividad
antiinflamatoria
(inhibicion de la
desnaturalizacion
de proteinas y
estabilizacién de
membrana) in
vitro,
antinflamatorio in
vivo (edema
inducido por
carragenina y
Xileno) y modelos
antiartriticos.
Determinacion del
potencial
antiartritico se
inocul6 =0.1 ml
de adyuvante de
Freud (CFA) en la
pata trasera
izquierda de rata
wistar, se
administro el
extracto

Grupo |
agua
destilada
1ml, Grupo
Il control
de
enfermeda
d agua
destilada 1
mm, Grupo
11
metotrexat
o 1 mg/kg
por
semana,
Grupo 1V,
V, Vi
QLME 150,
300, 600
mg/kg; 1
mililitro
respectiva
mente.
Piroxicam

Extractos de Q.

leuco
trichophora A.
Actividad
antiinflamatoria
Actividad anti
artritica

Resultados de analisis agudo 2000
mg/kg de QL ME, no se observaron
cambios fisioldgicos ni de
comportamiento, ni muertes en los 14
dias posteriores.

La carragenina aumento
considerablemente el edema de la
pata de las ratas (p < 0,0001). efecto
de Q. /. en el edema de la pata de la
rata

El porcentaje maximo de inhibicion lo
presentd Q. /. (29.03%) a 600 mg/kg,
fue mayor que piroxicam y otros
grupos.

Edema en oido en ratas inducido por
xileno el cual redujo
significativamente con Q. /. de 300 y
600 mg/kg.

Diametro de las patas de ratas
artriticas, el % maximo de inhibicion
lo presentd el metotrexato (50.02%)
segundo de las ratas tratadas con
600 mg/Kg/dia (48.34%) en el dia 28.

El % maximo de inhibicion lo presento
metotrexato (50,02 %) seguido de
ratas tratadas con Q. /. 600 mg/kg/dia
(48,34 %) el dia 28

Cuantificacién de biomarcadores por
PCR en tiempo real, en sangre de
ratas.

las expresiones de los genes de IL-6,
IL-1B, NF-kB, TNF-a y COX-2
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Efectos de los
extractos
etandlicos de
Quercus
brantii, Cirsium
vulgare y
Falcaria
vulgaris sobre
Ulcera gastrica
indices anti
oxidantes e
inflamatorios y
la expresion
genética en
ratas.

In vitro

Ano 2021

metandlico QL
(QL ME) a 150,
300 y 600 del dia
8 al dia 28,
analizados por 7,
12,16, 20,24 y
28 dias. El
edema inducido
por carragenina
fueen0,1,2,3y
4 h hasta la
octava hora.
Treinta ratas
Sprague Dawley
de 200-250g, seis
grupos, grupo |,
I, 11 500 mm g/kg
de extracto de
Quercus, Cirsium
vulgare y Falcaria
vulgaris
respectivamente.
PCR-RT

Grupo
control
animales
intactos,
Grupo
simulado:
agua
destilada
por 14
dias.
Control
negativo:
Omeprazol
14 dias,

redujeron significativamente con QL
ME de 600 mg/kg (NF-kB: 1.71
0.20, COX-2:1.72 £ 0.19, IL- 6: 1.66
+ 0.09, TNF-a: 1.62 £ 0.29, e IL-1:
1.67 £ 0.20 veces el cambio) y
Metotrexato (NF-kB: 1.48 + 0.15;
COX-2:1.45+0.06, IL -6: 1.52
0.09, TNF-a: 1.34 £ 0.14, e IL-1B:
1.47 £ 0.12 veces).®

Los extractos hidro alcohdlicos
demostraron cambios notables en la
expresion de los genes caspasa -9, C
- myc, C - fos y Bcl — 2 en ratas.
Disminucion de la expresion de los
genes que aumentan ante Ia
presencia de ulcera gastrica, C-fos, C
— myc, Caspasa-9 y Bcl en los grupos
tratados con extractos, siendo el
extracto de QB que mostré6 mejores
resultados, incluso mejor que el
omeprazol.

Los resultados de inhibicion de ulceras
de los extractos hidroalcohdlicos de
Falcaria vulgaris, Quercus brantii y
Cirsium vulgare fue de 75.80%,
79.03% vy 3.22 %.

Factores inflamatorios: Los niveles de
albumina sérica aumentaron en el
grupo control negativo y de
tratamiento especialmente en
Quercus brantii. El nivel de proteina
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total en suero, Haptoglobina, globulina
aumentaron en comparacion al grupo
control, los resultados en cuanto a
globulina fue mejor en Cirsium
vulgare 8
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2.2.13 Efecto antioxidante de Quercus spp.

Un estudio evaluo el efecto antimicrobiano, antifungico y antioxidante de tres especies de
Q. acutissima, Q. macrocarpa, Q. robur, asi como el acido elagico y cafeico. Q. robur
mostré actividades antioxidantes significativamente mayores mediante la actividad
eliminadora de radicales libres (IC 50, 3,0 ug mL —1) blanqueamiento con [-caroteno
linoleico (IC 50, 3,3 uyg mL -1 ), FRAP (IC 50 , 3,8 mm TEAC g -1 extracto)en
comparacién con las otras especies, Q. robur presentd actividades antioxidantes
comparables a los antioxidantes estandar hidroxitolueno butilado (BHT), la actividad
antioxidante de los acidos elagico y cafeico fueron comparables a la de Q. robur, y Q

macrocarpa.®®

2.2.14 Efecto anticancerigeno del acido elagico obtenido de Quercus spp.

Un ensayo obtuvo el analisis de los extractos de la corteza de tres Quercus spp. para
determinar propiedad anticancerigena contra diferentes lineas celulares cancerosas
MCF-7, HelLa, Jurkat y HT-29 se determiné que la actividad mayor anticancerigena se
encontrd en los extractos de Q. robur en comparacién al extracto de las cortezas de
macrocarpay Q. acutissima, Q robur tuvo efecto anticancerigeno en T24, el acido cafeico

y el acido elagico tuvieron efecto comparable con Q. robury Q macrocarpa.®®

2.2.15 Efecto del uso de Quercus spp. a nivel 6seo

Una investigacion realizé estudios in vitro sobre los efectos del extracto de agallas de
Quercus infectoria respecto a sus accion sobre la proliferacion, la fosfatasa alcalina,
osteocalcina y la morfologia de la linea celular de osteoblastos fetales humanos (hFOB
1.19), las células fueron expuestas a concentraciones de Quercus infectoria (0,1 a 99,0
Mg/ml) en una temporalidad de 72 hora, los niveles de fosfatasa alcalina y osteocalcina
se midieron durante los dias 1,3,7,10 y 14 se compararon con el grupo control negativo

y pamidronato, lo resultados indicaron que la concentracion efectiva de HFOB1,19 tratado
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con Ql fue de 10,30 pg/ml siendo mas efectiva que el pamidronato (CE 50 a 16,09 pg/ml).
Los niveles de la fosfatasa alcalina y osteocalcina de (hFOB 1.19) expuestos a Quercus
infectoria desde el séptimo dia hasta el dia 14 aumentaron significativamente y fueron
significativamente mayores que los dos grupos controles, en cuanto a la morfologia

celular fue uniformemente alargada, mayor nimero y muy confluyente.

2.2.16 Clorhexidina generalidades

El digluconato de clorhexidina se reconoce como un compuesto organoclorado con
actividad antibacteriana, funcionalmente asociado a la desinfeccién de piel y mucosas.

La clorhexidina es una molécula bisguanida catidnica que consta de dos anillos de 4-
clorofenilo y dos grupos de biguanida unidos por una cadena central de hexametileno;
creada en Reino Unido en los afos 50s, es un antimicrobiano de amplio espectro contra
patégenos bacterianos tanto Gram — como Gram +, siendo mas eficaz en los ultimos, asi
como también levaduras y virus, es decir es un antiséptico usado principalmente en la

piel, mucosas y para las infecciones de la cavidad bucal y encias.86.87.88

La clorhexidina tiene cargas positivas a pH fisiolégico y reacciona con las bacterias a
nivel de la superficie de la membrana celular cargada negativamente por medio de una
union no especifica a los fosfolipidos de la misma, creando un cambio importante en el
equilibrio osmético y generando la pérdida de fésforo y potasio, de tal forma que cuando
penetra la clorhexidina, precipita el contenido citoplasmatico, produce la lisis y
apoptosis.?6-87 Véase figura 4.
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Figura 4. Estructura quimica de la clorhexidina.®

La clorhexidina forma cristales solidos. En los Estados Unidos el di acetato de
clorhexidina esta registrado para su uso como pesticida y es sumamente toxico, en la

concentracion al 2% esta registrado como un desinfectante de superficies.?7-88.89
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2.2.17 Efecto citotéxico del gluconato de Clorhexidina

Se ha identificado que el gluconato de clorhexidina disminuye la actividad fibroblastica
para el cierre de heridas ademas de presentar, efectos secundarios como alteracién del
gusto y descamacion de las células de la mucosa yugal.8”-8°

Se debe considerar que el uso in vitro de clorhexidina al 0.2% detiene la migracion de las
células en bloque, ademas de reducir de manera considerable la vida de los fibroblastos,

mioblastos y osteoblastos.8890.91

Un estudio in vitro analizé el contenido de Adenosin Trifosfato ATP, en lineas celulares
fibroblasticas dérmicas humanas, demostrando que la clorhexidina induce a una
disminucién de ATP sumamente significativa en concentraciones superiores a 0.001% en
comparacion a los controles sin tratamiento, a las 24 horas de exposicion a la
clorhexidina, los fibroblastos disminuyeron la concentracion de ATP de 1.25, hasta 2
veces en comparacion con las exposiciones menores de 3, 6 y 8 horas.

Las concentraciones de mayores a 0.02% perdieron completamente su ATP, el estudio
concluyé que la clorhexidina ejercié un efecto inhibidor dosis dependiente de la

concentracion sobre la sintesis de ADN incluso en concentraciones bajas al 0.0001%.8"

Un estudio in vitro en cultivos celulares de tipo odontoblasto (MDPC-23), evalu6 el
metabolismo celular y la concentracion de proteina total, a través de la exposicion de los
cultivos celulares con concentraciones de clorhexidina 0.06, 0.12, 0.2, 1 y 2%, durante
60 segundos, 2 horas y 60 segundos con 24 horas de recuperacion, los controles fueron
el medio de cultivo puro y el perdxido de hidrégeno al 3% como controles positivo y
negativo. Se concluyé que la clorhexidina tiene un efecto téxico en las células MDPC-23
dosis dependiente y que a mayor tiempo de exposicion y mayor concentracion incrementa

significativamente es el efecto citotoxico celular.®?

Un estudio in vitro concluyd que las concentraciones clorhexidina usadas al 2%,
ejercieron un efecto citotoxico sobre osteoblastos, fibroblastos y mioblastos, se identificd

la disminucion de la supervivencia celular y detencion de la migracion celular incluso en
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las concentraciones mas bajas al 0.002%, el efecto citotoxico celular es elevado incluso
en concentraciones inferiores a las usadas clinicamente.®°

Una revisidn sistematica de 20 anos, en la que se incluyeron 14 estudios in vitro, en los
cuales se evaluo el potencial antimicrobiano y la citotoxicidad de la clorhexidina sola o
con otros compuestos, concluyé que el efecto citotoxico in vitro se observo en
concentraciones del 0.001%, ademas de recomendar el uso clinico controlado y prudente

de su uso en los pacientes.®

2.2.18 Quercus crassifolia Bonpl. generalidades y sus Caracteristicas

Quercus crassifolia es una planta que se distribuye ampliamente a lo largo de la Sierra
Madre Oriental hasta el centro de México, a largo del eje Neovolcanico hasta llegara
Guatemala.®*

Quercus crassifolia Humb & Bonpl, es un tipo de arbol que suele medir tres a quince
metros de altura, ocasionalmente se han llegado a encontrar especimenes de 30 metros
de altura, el didametro de su tronco puede medir un metro, las hojas en estado de madurez
suelen tener de cinco a veintidds centimetros de largo, por catorce centimetros de ancho.
Sus frutos son anuales o bianuales, en pares o unicos, su reproduccion es por plantulas,
tiene capacidad de rebrotar a partir de tocones, reproduccion vegetativa.®® Véase tabla
6.

Tabla 6. de datos taxonémicos de Quercus crassifolia Bonpl.

Datos taxonémicos de Quercus crassifolia Bonpl.%5-%

Reino Plantae

Phylum ' Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fagales

Familia Fagaceae

Género Quercus

Especie @ Crassifolia
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2.2.18.1 Composicion quimica de Quercus crassifolia

Un estudio in vitro evalud la concentracion total de fenoles tres especies de roble Quercus
crassifolia, Quercus laurina, Quercus scytophylla, como resultado se obtuvo que el
extracto en crudo con agua caliente de Q. crassifolia presentd mayor rendimiento de
extraccion de (20.04%), la concentracion de compuestos fendlicos fue de 747.0 mg
(GAE)/g, con equivalencia al acido galico, 25.4mg (QE)/g equivalente a quercetina 'y 235
mg de equivalencia a acido hidroxicinamico (mg ChAE/qQ), 25.7 mg equivalentes de acido
clorogénico (ChAE)/g). Q. crassifolia presentd mayor concentracion polifendlica respecto

a los tres extractos analizados.®’

2.2.19 Efectos y usos de Quercus crassifolia Bonpl.

Un estudio in vitro evalud la concentracién total de fenoles de tres especies de roble
Quercus crassifolia, Quercus laurina, Quercus scytophylla; Quercus crassifolia presenté
mayor capacidad antioxidante sobre las otras especies de Quercus, este estudio
determiné la capacidad antioxidante por su capacidad de capturar OH, O, ¥, ROO, H,0,,
NO y HCIO, el extracto crudo obtenido con agua caliente y etanol mediante maceracion
de Quercus crassifolia presentd una capacidad antioxidante expresada como el 50% de
la concentracion de la concentracion maxima efectiva (CEso, ug/mL), OH fue de 918, O, ¥
fue de 80.5, ROO fue de 577, H,0, fue de 597, NO fue de = 4000 y HCIO fue de 740.%

Hubo una segunda etapa del estudio en la que se analizé la extraccion de Quercus
crassifolia extraida con agua caliente y acetato de etilo, la concentracién de los
compuestos fendlicos dio como resultado una mejora en la capacidad depurativa OH fue
de 467, O, " fue de 50.1, ROO fue de 716, H,0O, fue de 22, NO fue de = 4000 y HCIO fue
de 108.%7

2.2.20 Citotoxicidad de Quercus crassifolia Bonpl.

Un estudio in vitro en ratas evaluo la toxicidad oral subaguda de un extracto polifendlico

de Roble, Quercus crassifolia Bonpl. con la finalidad de usarlo en la industria
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agroalimentaria sobre todo en alimentos fermentados, determiné el nivel de toxicidad
subaguda por ingesta, es de 11 mg/kg/ peso por dia sin efectos adversos observados,
respecto al nivel subagudo de efecto adverso mas bajo para dafo renal fue de 33 mg/kg

de peso por dia.%®

2.2.21 Método citoma, evaluacion de bioseguridad en células epiteliales

El método citogenético de citoma de micronucleos bucales (BMcyt) se ha considerado
de minima invasion debido a que particularmente es usado en las células bucales y
sirve para evaluar, medir el dafo genético, la diferenciacion, proliferacion celular y
apoptosis, en células bucales que se han exfoliado, medicién del dafo celular y
biomonitoreo de la inhalacion o exposicion local a sustancias genotdxicas, ademas se
ha usado para evaluar el estado nutricio y las condiciones de vida y su asociacion sobre
el ADN; el método citoma de micronucleos bucal es una técnica citologica y citogenética
de interfase minimamente invasiva que permite medir el dafio genético e identificar los
biomarcadores de apoptosis del epitelio, se ha usado desde el afio 1980 con la finalidad

de monitorear la exposicion o inhalacion de agentes citotoxicos. %

Criterios del método citoma de acuerdo a Bolognesi y colaboradores (2013):

1. Célula diferenciada con normalidad.

2. Célula apoptotica con pinocitosis (Alta condensacion nuclear e hipercromatico.

3. Célula apoptotica con condensacion de la cromatina (patrén de tincion rayado en el
nucleo).

4. Célula apoptética con cariorrexis (Nucleo vacualizado).

5. Célula con cariolisis (Ausencia de nucleo).

6. Células micro nucleadas.

7. Células binucleadas.

8. Células bulki.

9. Células con puente.%:100
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2.2.21.1 Apoptosis y anormalidades nucleares

Los micronucleos se refieren a pequefos nucleos formados a partir de uno o varios
cromosomas cuando no se incorporan al nucleo durante la division celular.'01102 |g
frecuencia basal de micronucleos en humanos sanos es de 0.30 hasta 1.70 por cada
1000 células.®® La formacion de MN es un indicador significativo de efectos genotoxicos
e inestabilidad en los cromosomas, que puede tener dos origenes, inducido o hereditario,
las células con micronucleos tienen un valor diagnodstico importante debido a que
permiten evaluar el dano en el ADN, defectos cromosdmicos y estrés, también permite

evaluar estabilidad gendmica de los seres humanos.02103,104,105

Las células cancerosas pueden tener micronucleos dobles, marcadores
supernumerarios en mancuerna; los micronucleos estan relacionados a aberraciones
cromosomicas, muerte celular mitética defectuosa, desastre mitético, caos nuclear

gigante, caos gendmico.'06. 107,108,109 \/éase tabla 7
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Tabla 7. Caracteristicas de células diferenciadas, apoptéticas y con alteraciones genéticas de acuerdo a los

criterios de Bolognesi, las imagenes fueron tomadas de los articulos citados.

Tipo de célula Caracteristicas Imagen
Célula Citoplasma plano, nucleo uniformemente tenido y
diferenciada con redondo/ovalado, la relacion del nucleo-citoplasma
normalidad. es pequefia. 99100 3

o

-

Células apoptoéticas
Célula Nucleo que presenta contraccion, apariencia
apoptoética con pequefia con respecto al citoplasma, intensamente

pinocitosis tefiido. 99100 )
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Célula Nucleo con patron estriado, cromatina paralela
apoptoética con condensada, las cuales se observan intensamente

condensacion.  tefidas. 99100

Célula Nucleo con extensa agregacion de cromatina, nucleo

apoptética con fragmentado. 9910

cariorrexis
Célula con Ausencia de nucleo
cariolisis Célula con ausencia de nucleo, tincidon de Feulgen

negativa, también denominada célula fantasma. 99100
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Micronucleos

Células

binucleadas

Anomalias celulares
Presencia de uno o mas micronucleos alrededor del
nucleo principal, el tamafio de los micronucleos es de

1/3 y 1/16 del tamafo del nucleo. Es un biomarcador

~ " e 5
de dafo genético (son fragmentos cromosémicos o €
cromosomas enteros perdidos durante la mitosis).

99,100
Presenta dos nucleos de tamafio y forma similares,
tinciones iguales, compartiendo un citoplasma. ' %

Asociado a inestabilidad genémica. 99100
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Células bulki

Células

puente

con

Nuclear buds" (NBUDs) Protrusiones nucleares
conectadas al nucleo principal por un puente
nucleoplasmico. Pueden ser pequefias (1/3-1/16 del

ndcleo) o grandes ("broken eggs").%%100

Estructuras delgadas o anchas de material nuclear
que conectan el nucleo principal con un NBUD. 99100
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2.3 Planteamiento del problema

En la actualidad existen estudios que indican que la prevalencia de periodontitis en
adultos, en todos sus grados es del 51% en hispanos y latinos, siendo la comunidad
mexicana la que presentd la prevalencia mas alta, en todos los niveles de
severidad.'?

A nivel mundial se sabe que la periodontitis es un problema de salud publica grave
con una prevalencia de aproximadamente 90%, ya que 1 de cada 10 adultos tiene
periodontitis severa estadio Il y IV y solo el 10% de la poblacion es sana, el 80%
restante de la poblacion adulta tienen gingivitis o periodontitis leve o moderada.?”'1°
La periodontitis es una enfermedad multifactorial inflamatoria crénica asociada a
biopeliculas disbidticas, causante de la pérdida de soporte de tejido periodontal,
insercion clinica y del hueso alveolar, lo cual conduce a la pérdida dental, ademas
de la alteracion de la funcion masticatoria y estética.?’

El tratamiento periodontal consiste en la eliminacion de los factores causales,
principalmente la biopelicula disbidtica y la disminucién de los factores de riesgo
locales y sistémicos, el primer paso de la terapia periodontal consiste en el control
de la biopelicula dental supragingival y subgingival, la cual se realiza por medio
procedimientos mecanicos y quimicos, como lo son los enjuagues bucales
antisépticos.%32

En la actualidad se hace uso de enjuagues bucales herbales de extractos de
Quercus spp. como terapias adyuvantes al tratamiento no quirurgico periodontal los
cuales tienen ventajas Fito terapéuticas que permiten su uso como remedio para la
periodontitis.

Estudios previos evaluaron el uso de un enjuague bucal a base de diversos
extractos entre ellos una especie de Quercus, el cual mejoré la condiciéon periodontal
en la gingivitis inducida por placa después de dos semanas, comparable al efecto
del enjuague bucal con clorhexidina al 0.20 % en términos de sangrado al sondeo,
profundidad de bolsa al sondeo, indice gingival e indice de placa.
Algunos estudios fitoquimicos actuales de la especie de arbol del género Quercus

demostraron la presencia de acidos fendlicos especialmente el acido elagico, acido
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galico y sus derivados, flavonoides y taninos reconocidos como omnipresentes en
todas las especies de roble las cuales suelen presentar efectos antimicrobianos
incluso comparables con antibiéticos, aunque algunas especies de roble son mas
efectivas que otras incluso en bacterias periodontopatdégenas, son prometedoras
para el uso en tratamientos periodontales.

Los colutorios a base de extractos de hierbas o cortezas de arboles de encino o
roble Quercus spp. sirven para aminorar las molestias de la inflamacion periodontal
existen productos que en combinacion de otras plantas han mostrado resultados

prometedores en el tratamiento periodontal no quirurgico.

En este trabajo se propone la elaboracién de un enjuague bucal asequible, a base
de extracto de la corteza de Roble Quercus spp., como terapia adyuvante del
tratamiento mecanico periodontal, que ofrezca probables efectos antimicrobianos,
antiinflamatorios para los pacientes con periodontitis, considerando la posibilidad de
la aparicion de pocos efectos secundarios en comparacion a los agentes quimicos

usados en los enjuagues bucales de uso clinico profesional.

¢ El enjuague bucal de roble podria funcionar para el control de la inflamacion

periodontal sin ocasionar genotoxicidad?
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Il JUSTIFICACION

El desarrollo de la periodontitis depende de un huésped susceptible, de la presencia
de la biopelicula subgingival y patogenos periodontales, especificamente especies
anaerobias gramnegativas del “complejo rojo” en las cuales incluyen Tannerella
forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis, que producen una
inflamacion periodontal cronica, mismas que se encuentran en bolsas periodontales
profundas.49:57:59

El tratamiento periodontal consiste en la eliminacion de los factores causales,
principalmente de biopelicula disbidtica, el cual se realiza por medio procedimientos
mecanicos y quimicos como lo son los enjuagues bucales antisépticos.®32

Un enjuague bucal con extracto de Roble, Quercus spp. con efecto antimicrobiano
comparable con los efectos de la clorhexidina “estandar de oro” como antiséptico
bucal, permitira controlar la formacién de biopelicula y acumulacion de bacterias
periodontopatégenas plancténicas, considerandolo como opcién adyuvante herbal
para la terapia periodontal.

Se ha identificado que el gluconato de clorhexidina disminuye la actividad
fibroblastica para el cierre de heridas ademas de presentar, efectos secundarios
como alteracion del gusto y descamacion de las células de la mucosa yugal.8”

Uno de los enjuagues mas usados para la terapia periodontal es la clorhexidina al
0.12% y 0.20%, debido a su eficacia antimicrobiana, sin embargo, se debe
considerar que el uso in vitro de clorhexidina al 0.2% detiene la migracion de las
células en bloque, ademas de reducir de manera considerable la vida de los

fibroblastos, mioblastos y osteoblastos.87:88.90.91

Este trabajo pretende evaluar los efectos secundarios producidos por el uso del
enjuague con extracto de roble, con el objetivo de aportar informacion respecto a
sus efectos secundarios, por tanto, el impacto de este trabajo consiste en la
evaluacion de la citotoxicidad en las células epiteliales de la mucosa yugal de los

pacientes con periodontitis estadio Il y lll, que usen el enjuague bucal con extracto
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de roble Quercus spp. cuya finalidad es aportar informacion sobre la confiabilidad

de su uso.

También se propone evaluar el efecto antimicrobiano en cepas periodonto
patogenas in vitro para identificar si la especie de roble de la cual se obtendra el
extracto tiene efectos antimicrobianos en cepas periodonto patdgenas, y comparar
su efecto con la clorhexidina.

Se evaluara el efecto antinflamatorio clinico previo a la terapia periodontal mecanica
no quirurgica, esto con la finalidad de establecer si el enjuague bucal tiene efecto

en la disminucién del sangrado al sondeo y la inflamacion clinica periodontal.

Hemos considerado que el enjuague con extracto de Quercus crassifolia, podria ser
asequible, por lo tanto, podra beneficiar a los pacientes mexicanos de escasos
recursos y permitirles el acceso a las terapias adyuvantes periodontales herbales,
debido a que los enjuagues bucales que se utilizan comunmente para el tratamiento

periodontal suelen ser costosos.

Se pretende obtener respuesta de la eficacia del uso etnobotanico de los enjuagues
bucales de roble que, en las comunidades de Huasca de Ocampo, Omitlan de
Juarez y Atotonilco el Grande, Hidalgo México, acostumbran a usarse como remedio

alternativo para mitigar los signos y sintomas ocasionados por la periodontitis.
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IV HIPOTESIS

Si los extractos hidroalcohdlicos y el acuoso de la corteza de roble (Quercus
crassifolia Bonpl.) tienen efecto antioxidante y actividad antimicrobiana frente a
bacterias periodontopatdgenas, podrian ser administrados via topica oral en
enjuague bucal, en pacientes con periodontitis, puesto que serian utiles para reducir
la inflamacién clinica periodontal y tratar la periodontitis, sin presentar

genotoxicidad.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar una especie de roble, obtener extractos de la corteza, para evaluar in vitro
el efecto antimicrobiano en cepas periodonto patégenas, ademas de su actividad
antioxidante, evaluar el efecto en la inflamacion periodontal y la genotoxicidad en

células epiteliales.

5.2 Objetivos Especificos

1. ldentificacion del arbol de roble, obtencién de la corteza, elaboracion de un
extracto hidroalcohdlico y un extracto acuoso de roble de la especie Quercus

crassifolia Bonpl.

2. Analisis fitoquimico cualitativo de los compuestos quimicos de los extractos de
Quercus crassifolia Bonpl., evaluar el efecto antibacteriano en cuatro cepas

periodontopatégena ademas de analizar el efecto antioxidante in vitro.
3. Elaboracion de un enjuague bucal con extracto hidroalcohdlico de roble de la

especie Quercus crassifolia Bonpl. evaluar el efecto en la inflamacion clinica

periodontal, asi como determinar el efecto citotdxico en pacientes con periodontitis.
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Vi MATERIALES Y METODOS

Contexto de la investigacion

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto de Ciencias
de la salud de La Universidad Autbnoma del estado de Hidalgo el 2 de julio del 2024
con numero de oficio 235.

Treinta y dos pacientes fueron incluidos en este proyecto de investigacion, todos
participaron de manera voluntaria, todas cuentan con consentimiento informado.
Este trabajo de investigacion in vitro fue realizado en los laboratorios de inmunologia
del Area Académica de Medicina, del Instituto de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, en el laboratorio de Genética
molecular de la Divisién de Estudios de Posgrado de la Universidad Nacional
Autonoma del Estado de Hidalgo y en el Laboratorio de Fitoquimica de la Fes
Iztacala de la UNAM, el inicio de la investigacion se llevo a cabo en enero del 2024
a abril del 2025.

La investigacion clinica in vivo fue realizada en: Direccién, Carretera Pachuca-
Actopan camino a Tilcuautla s/n Pueblo San Juan, Codigo postal 42160.

Area académica de Medicina del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo.

Laboratorio de Materiales Dentales del Instituto de Ciencias de la Salud de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

Clinica 3 del Area Académica de odontologia de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo.

Pais: México, Estados Unidos Mexicanos, situado en la parte meridional de América
del Norte, decimocuarto pais mas extenso del mundo, con una poblacion de 118
millones de Habitantes, lengua materna el espaniol con 67 lenguas indigenas.
Estado de Hidalgo: Estado mexicano erigido el 15 de enero de 1869, conformado
por 84 municipios con una poblacion de 3,082,841. Su capital es Pachuca de Soto

Hidalgo.
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Universidad Autbnoma del estado de Hidalgo, Universidad mas antigua del Estado
de Hidalgo, fundada en febrero de 1869, en el afio de 1940 se fundé la escuela de
medicina. Tiene como simbolo universitario una garza; “Amor, Orden y Progreso”
es su lema, ubicacion del edificio central en Pachuca de Soto Hidalgo, en la calle de
Abasolo, numero 600.

La investigacion in vitro se realizd con cuatro cepas periodonto patdogenas
Actinomyces israelii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b,
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Porphyromonas gingivalis.

La investigacion in vivo se realizé en pacientes con periodontitis estadio I, II, Ill, IV
atendidos en las clinicas de periodoncia de quinto semestre del Area Académica de
odontologia de la UAEH.

6.1.2 Tipo y diseno de estudio

Estudio in vitro e in vivo, disefio experimental prospectivo clinico, doble ciego,

cualitativo y cuantitativo.

6.2 Seleccion de la poblacidn, criterios de inclusiéon y exclusién

Criterios de inclusién Grupo experimental y control en pacientes:

« Pacientes mujeres y hombres con periodontitis estadio I, Il, Ill, IV, localizada
0 generalizada de 18 a 65 afios de edad.

« Pacientes que aceptaron participar voluntariamente y firmaron una carta de
consentimiento informado.

« Pacientes diabéticos controlados, hipertension, sistémicamente sanos,
enfermedades sistémicas controladas.

« Pacientes con restauraciones dentales fijas metalicas, resina, ceramicas,
zirconia, metal- ceramica.

« Con serie radiografica dentoalveolar completa y fotografias intraorales.

« Pacientes que no hayan usado analgésicos, medicamentos en el ultimo mes.
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« Que no usen medicamentos como bifosfonatos o quimioterapia en los ultimos

5 anos.

Criterios de inclusion para evaluacidon de citotoxicidad de células epiteliales

de la mucosa yugal

* Por cada individuo deberan tomarse 3 muestras por cada dia de toma,
muestra del dia 0, 7, 15 y cita de valoracion (posterior al tratamiento de
raspado y alisado radicular), con un total de 8 muestras por paciente, cada
muestra debera contener como minimo 1000 células epiteliales.

* Boca higienizada con media hora de antelacion.

Criterios de exclusion en pacientes para grupo experimental y control

+ Pacientes que se automediquen.

+ Pacientes con adicciones a estupefacientes

* Pacientes que hayan usado antibiéticos o enjuagues en los ultimos
15 dias. Pacientes que revoquen o no autoricen el consentimiento
informado.

* Quienes no hayan llevado a cabo las indicaciones de uso al enjuague bucal
de Quercus crassifolia Bonpl.

+ Pacientes que hayan abandonado la investigacion.

* Quienes no concluyan el tratamiento periodontal no quirurgico o que no
asistan a las citas de revision.

+ Pacientes con enfermedades sistémicas no controladas.

* Embarazo y lactancia

* Uso de antibiéticos o antisépticos

 Enfermedades autoinmunes, VIH / SIDA, hemofilia, enfermedades
autoinmunes e infecciosas.

* Lesiones como aftas, ulceras, lesiones que interfieran con la toma de

muestra.

64



Criterios de exclusion para evaluacién de citotoxicidad de células epiteliales

de la mucosa yugal.

e Pacientes que presenten liquen plano, fibromas, leucoplasias, lesiones por
papiloma humano, eritro-leucoplasias o lipomas en mucosa yugal,
ulceraciones.

e Cuando no se recolectan las 8 muestras que se deben obtener por paciente.

e Mala calidad de la muestra que no permitiera obtener la informaciéon de

morfologia nuclear.

6.3 Tamano de muestra y muestreo

Se revisaron 100 pacientes, 39 aceptaron participar en el ensayo clinico, de los
cuales 3 participantes no asistieron a la ultima cita del tratamiento, 1 abandoné el
estudio en una segunda sesién, 3 pacientes fueron concluidos en cuanto a
tratamiento, pero fueron descartados porque las muestras celulares no cumplieron
con los criterios de inclusién.™"’

El total de pacientes incluidos en el estudio fue de 32, que cumplieron con los

criterios de inclusion.

6.4 Descripcion de la poblacion

Pacientes mexicanos con periodontitis estadio I, Il y IV, de 18 a 65 afios de edad,
que acuden para atencion dental a las clinicas odontolégicas por parte del
departamento de periodoncia del Area Académica de Odontologia del Instituto
de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo,
sistémicamente sanos, con enfermedades sistémicas controladas, un grupo con usé
de enjuague de extracto de Quercus crassifolia Bonpl.( diecisiete pacientes) y un
grupo uso el enjuague de clorhexidina al 0.12%, marca comercial (quince
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pacientes) durante 15 dias cada 12 horas; total de pacientes del grupo experimental

32 pacientes.

2. Células epiteliales de la mucosa yugal de pacientes con periodontitis estadio | al
IV, 12 muestras por paciente, 3 muestras en cada toma, que se tomaron antes del
uso del enjuague, a los 7 y 15 dias después de su uso y al finalizar el tratamiento
periodontal raspado y alisado radicular sin el uso del enjuague bucal, las muestras

contenian 1000 células epiteliales.

3. Cepas periodontopatdgenas estandarizadas de la Universidad Nacional
Autonoma de México. UNAM, Actinomyces israelii, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo b, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum,

Porphyromonas gingivalis. Véase Diagrama 1.
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6.5 Diagrama 1. Diseio experimental.

Disefio experimental metodologia

Metodologia

In vivo
In vitro Ensayo clinico
Aprobacién del comité de Obtencion de los extractos Elaboracién del enjuague Evaluacion del efecto
ética, ICSa, UAEH bucal con extracto | citotoxico, método citoma
«2351/2024 a. Método de maceracion, extracto hidroalcohdlico (HA) hidroalcohdlico de Roble
b. Método de extraccion a reflujo del roble, extracto (enjuague A)
acuoso, (AQ)
Identificacion de la planta | Esterilizacion de los 32 pacientes AAO/ ICSa TO =D}3 cero , T1 =Dia S|ete
extractos con periodontitis T2 Dia 15 T3 = Dia
I [ revaloracion 30
Recoleccion de la muestra mi i
Efecto antimicrobiano imi
de Roble (Quercus spp.) | I l ~ Consentimiento :
— —~ informado voluntario Evaluacion de placa
Obtenq_on d_e Ig c_:on_centracnon Antibiograma | dentobacteriana y
— minima inhibitoria CMI sangrado al sondeo
Estandanzamoln de proceso | Historia
de molienda Método de micro dilucién en clinica/periodontograma
caldo, antibiograma / \ Analisis estadistico
Estandarizacion de proceso | - - 1. T de Student
de extraccion | 4 cepas periodonto-patogenas Grupo Grupo 2. Chi2
/ \ control experimental | 3. Wilcolxon
Actinomices israelii Porphyromonas gingivalis p_ositivo Enjuague de 4. Shapiro Wilks
Evaluacion cualitativa de g"‘%agL_’S_B) Quere ?"f 3. Porcentajes
los compuestos quimicos X na crassola
/ \ 0.12% 15P Bonpl.
Aggregatibacter _ (Enjuague A)
Evaluacin del efecto actinomycetemcomitans Fusobacterium nucleatum 10mg/ MI 17P
antioxidante serotipo b subesp. Nucleatum l




6.6 Definicion de variables (dependientes, independientes)

Tabla 8. Definicion de variables (dependientes, independientes)

Tipo de
variable
Independiente
Cuantitativa

continua

Independiente
Cuantitativa

continua

Definicion tedrica

Definicion
operacional

Escala de
medicion

Categorias

Variable: extracto hidroalcohdlico de roble Quercus crassifolia Bonlp.

Extraccion
hidroalcohdlica por
maceracion
concentrada de |Ia
Roble

crassifolia

corteza de
Quercus

Bonpl. en forma liquida.
68,69

Extraccion
hidroalcohdlica estéril
al 30% de etanol grado
reactivo y 70% de agua
desionizada,
concentrada de la
Roble

Quercus crassifolia en

corteza de
forma liquida en
miligramos por mililitros

(mg/mL).

Concentracién
en miligramos
por mililitro
(mg/mL)

1000 mg/mL
500 mg/mL
250 mg/mL
125 mg/mL
62.5 mg/mL
31.2 mg/mL
15.6 mg/mL
7.8 mg/mL

Variable: extracto acuoso de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Extraccion acuosa por

Extraccion acuosa

Concentracion

reflujo, concentrada de estéril, concentrada de en miligramos

la corteza de Roble

la corteza de Roble

1000 mg/mL
500 mg/mL
250 mg/mL



Quercus crassifolia Quercus crassifolia por mililitro e 125 mg/mL

Bonpl. en forma liquida. Bonpl. en forma liquida (mg/mL) e 62.5mg/mL
68 en miligramos  por e 31.2mg/mL
mililitros (mg/mL) e 15.6 mg/mL
e 7.8 mg/mL
Dependiente Variable: unidades formadoras de colonias UFC
dci";i?:itt: tiva Indicador Crecimiento de Unidad Categorias: no
microbiologico del colonias bacterianas en cuantitativa de  aplicables
crecimiento de placa de cultivo. colonias
microorganismos Vivos bacterianas
en una sustancia."?
Independiente Variable: enjuague bucal con extracto hidroalcohélico de Roble Quercus crassifolia
Cuantitativa Bonpl.
continua

Producto liquido con Sustancia liquida con Mililitros Sin categorias
extracto  concentrado extracto concentrado
hidroalcohdlico de la de la corteza de roble

corteza de Roble, Quercus crassifolia

Quercus crassifolia Bonpl. diluida en agua
Bonpl. y agua destilada, para uso
esterilizada, para oral, dispensada en

enjuagarse la boca. mililitros.



Dependiente
Cualitativa
dicotomica

Escala de medicion:
mililitros
Escala de medicion:

Cuantitativa continua.®®

Indicador de
inflamacién gingival
alrededor de dientes o
implantes dentales
endodseos, parametro
que permite identificar
enfermedades

periodontales.'3

e positivo al
sondeo y
edema.

Indicadores: sangrado

al sondeo de boca
completa >15% sugiere
inestabilidad

periodontal.

Variable: sangrado al sondeo

Porcentaje de
sangrado al sondeo vy
signos de inflamacién
gingival, de boca

completa.

Ausencia y
presencia de

sangrado

Categorias:

0: sangrado al
sondeo positivo,
cambio de
coloracion,
edema,
inflamacion
gingival.

1: inflamacion
leve, cambio de
coloracion ligero,

sangrado
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Dependiente
Cuantitativa
discreta

Dependiente
Cuantitativa
discreta

Distancia que se mide
con una sonda
periodontal

estandarizada de Ila
unién cemento esmalte
al fondo de la bolsa
periodontal o surco, se
puede cuantificar
sumando la profundidad
al sondeo mas la
recesion gingival o bien
la profundidad al
sondeo menos la
hiperplasia

gingival."4115

Medicion en el surco
periodontal del margen
gingival a la punta de la
sonda periodontal seis

sitios, mesial, medio y

Variable: nivel de insercion

Medida obtenida con Milimetros

una sonda periodontal
milimétrica de la unidn
cemento esmalte a la

punta de |la sonda.

Variable: profundidad de bolsa

Medida obtenida con Milimetros

una sonda periodontal
Carolina del Norte de
15 mm Hu Friedy, del

No aplica

No aplica
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Dependiente
Cualitativa
dicotomica

distal tanto en bucal
como en lingual o
palatino, con una sonda
periodontal Carolina del

Norte milimétrica, UNC-
15_114,115

Masa organizada,
formada principalmente
por  microorganismos
incrustados en una
matriz de glico-
polimeros, que se
adhiere a los dientes,
prétesis y superficies
bucales, se encuentra
en el surco gingival y las
bolsas periodontales,
los componentes son
una matriz organica de
polisacarido, enzimas,
subproductos
bacterianos, células
descamadas, calcio vy

fOSfatO.115’116’117

margen gingival a la

punta de |la sonda.

Variable: placa dentobacteriana

Definicién
operacional:
presencia observable
con solucién
reveladora de placa
dentobacteriana, de
biopelicula en forma de
masa organizada,
formada por bacterias y
sus productos
fuertemente adheridos
a la superficie dental y
prétesis fijas, en los
sitios mesial, medio y
distal de cara vestibular

y lingual o palatina.

Positivo o Categorias:

negativo a la 0: ausencia de placa
presencia de 1: presencia de placa
placa

dentobacterian

a
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Independiente Concentracion minima inhibitoria del extracto hidroalcohélico y acuoso de Quercus

Cuantitativa crassifolia Bonpl

discreta Es la concentracion : Presencia o ausencia Miligramos por Categorias:
mas baja expresada en del crecimiento  mililitro e Carril 1: 1000
(ug/ml) de un antibiético bacteriano de dos mg/mL
o] sustancia cepas periodonto e Carril 2: 500
antimicrobiana que patdgenas mg/mL
inhibe el crecimiento de (Porfiromonas e Carril 3: 250
una determinada gingivalis y mg/mL
bacteria. '8 Aggregatibacter e Carril 4: 125
actinomycetemcomitan mg/mL
s) en un caldo e Carril 5: 62.5
expresada como la mg/mL
concentracion mas e Carril 6: 31.2
baja en (ug/ml) del mg/mL
extracto de Quercus e Carril7:15.6
spp. ausencia de mg/mL
turbidez. e Carril 8:7.8
mg/mL
Dependiente Variable: halo de inhibiciéon antibiograma
S::t'i‘;ilt;“"a zona de inhibicion de Halo de inhibicion del Milimetros No aplica
crecimiento crecimiento bacteriano

73



Dependientes

Cuantitativas
discretas

antibacteriano que se
forma alrededor de
discos impregnados
con antimicrobianos o

antibioticos." 118

Célula diferenciada
con normalidad:
Citoplasma plano,

nucleo uniformemente
tefiido y
redondo/ovalado, la

relacion del nucleo-

de cuatro cepas
periodonto patdgenas
(Fusobacterium

nucleatum nucleatum,

Actinomyces  israelii,
Porphyromonas
gingivalis y
Aggregatibacter

actinomycetemcomitan
s serotipo b) en un
caldo expresada como
la concentracibn mas
baja en (ug/ml) del
extracto de Quercus

Spp. ausencia de

Células apoptéticas

turbidez.
Célula diferenciada
con normalidad:

nucleo semi ovalado
con tincién uniforme,

sin alteracion nuclear.

Frecuencia en
el numero de
células

diferenciadas o
con apoptosis
con nucleo que

existen en el

Célula diferenciada con
normalidad.

Célula apoptoética con
(Alta

condensacion nuclear e

pinocitosis

hipercromatico.
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citoplasma es

pequefia.®®-1%°

Célula apoptética con
(Alta

condensacion nuclear

pinocitosis

e hipercromatico:
nucleo que presenta
contraccion, apariencia
pequefia con respecto
al citoplasma,
intensamente tefido. %
109

Célula apoptética con
condensacion: nucleo
con patron estriado,
cromatina paralela

condensada, las cuales

se observan
intensamente tenidas.
99-109

Célula apoptética con

cariorrexis  (Nucleo

Célula apoptética con
pinocitosis:
nucleo pequeno

intensamente tefido.

Célula apoptoética con
condensacion: nucleo

estriado tenido.

Célula apoptética con

cariorrexis  (Nucleo

(conteo de
1000 células).

Célula apoptética con

condensacion de la

cromatina (patréon de
tincibn rayado en el
nucleo).

Célula apoptoética con

cariorrexis

Célula con cariolisis
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Dependiente
Cuantitativa
discreta

vacualizado): nucleo
con agregacion amplia
de cromatina,
apariencia moteada o
fragmentada (etapa
avanzada de apoptosis,

nucleo vacuolizado). %
109

Célula con cariolisis
(Ausencia de nucleo):

Célula con ausencia de

nucleo, tincion de
Feulgen negativa,
también  denominada

célula fantasma. 92100

Células micro

nucleadas: presencia
de uno o} mas
micronucleos alrededor
del nucleo principal, el

tamano de los

vacualizado): nucleo
con extensa
agregacion de
cromatina, nucleo
fragmentado.
Desintegracion del
nucleo.

Célula con cariolisis
(Ausencia de nucleo):
Ausencia de nucleo
unicamente se observa

el citoplasma.

Anormalidades nucleares

Células micro
nucleadas:

nucleo con uno o mas
micronucleos

alrededor.

Frecuencia en
el numero de
células con
anormalidades
nucleares o con

alteraciones del

Células micro
nucleadas.
Células
binucleadas.

Células bulki.
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micronucleos es de 1/3
y 1/16 del tamano del
nucleo. Es un
biomarcador de dafo
genético (son
fragmentos
cromosomicos (o}
cromosomas  enteros
perdidos durante la
mitosis). 9108

Células binucleadas:

dos nucleos de tamafo

y forma similares,
tinciones iguales,
compartiendo un

citoplasma. Asociado a
inestabilidad gendmica.
99,100

Células bulki:
Caracteristicas:
nuclear buds" (NBUDs)
Protrusiones nucleares
conectadas al nucleo

principal por un puente

material

genético, que
existen en el
conteo de 1000

células.

Células binucleadas:
célula con dos nucleos
que comparten

citoplasma.

Células bulki:
Protuberancias

nucleares conectadas
al nucleo principal por
un puente

nucleoplasmico

e Células con

puente 5910
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nucleoplasmico.
Pueden ser pequeias
(1/3-1/16 del nucleo) o
grandes ("broken
eggs")®9.100

Células con puente:
Estructuras delgadas o
anchas de material
nuclear que conectan el
nucleo principal con un
NBUD 99,100

Células con puente:

células con un nucleo
conectado por una
estructura delgada de

material nuclear.
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6.7 Prueba (principio y procedimiento)

6.7.1 Obtencion de la muestra de corteza de Roble de Quercus crassifolia

Bonpl.

Se selecciond un arbol de roble con el apoyo de los habitantes de la comunidad de
Agua Limpia municipio de Atotonilco el Grande, Hidalgo, México, quienes usan la
corteza del arbol de manera tradicional como enjuague para mitigar las molestias
bucales. Se recolectaron 15 kg de corteza de roble, con un hacha, evitando afectar
las zonas mas profundas del tronco central del arbol, también se recolectaron
bellotas y 4 ramas con hojas de 25 a 30 centimetros, para la identificacion del Roble,

Quercus spp. Véase figura 5.

Obtencion de la corteza Arbol de roble

Figura 5. Obtencién de la corteza de roble y fotografia del arbol de Quercus

crassifolia Bonpl.
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6.7.2 Prensado y secado de la corteza de Roble

Fundamentalmente este método de prensado y secado, se realiza para eliminar
toda el agua de las muestras herbales, ademas de favorecer su longevidad y la
calidad de la muestra, es el primer paso a seguir para evitar la descomposicion y
destruccion por parte de agentes infectivos oportunistas como insectos, mohos,

bacterias. 120

Se eliminaron los insectos que presentd la muestra, se elimind liquen y polvo de con
un cepillo de cerdas metalicas posteriormente se coloco la corteza de arbol de
Roble, Quercus spp. entre hojas de periddico y cartulina de manera gentil, encima
se coloco un cartdn, se volvio a colocar una capa de hojas de periédico o cartulina,
encima la corteza extendida, se coloco de nuevo periddico, y una capa de carton o
cartulina, seguidamente se colocaron los cartones en ambos extremos y se colocan
entre dos rejas de madera de 7 mm de grosor y se anudan fuertemente con un
cordon y una prensa en las, cuatro esquinas de la tablas de madera, se abrian cada
tercer dia para cambiar de posicion de la corteza y verificar que no hubo presencia
de hongos, de la misma forma se prensaron las ramas que se entregaron al herbario

para la identificacion de la especie.'®

Se debe etiquetar la muestra de corteza con los siguientes datos: Véase tabla 9.
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Tabla 9. Etiqueta de la muestra de Quercus crassifolia Bonpl. '?°

Etiqueta de recoleccion de la planta

Nombre cientifico Quercus crassifolia Bonpl.

Nombre vulgar Encino, arbol quiebra hachas, roble
Localizacién geografica Agua limpia, Atotonilco el Grande
Apellido y nombre del recolector Angeles Espinosa Iriana Yunuen
Localizacion geografica Estado de Hidalgo, México

Fecha de coleccion de la muestra Siete dias de enero del afo 2024
Catalogo herbario UNAM 183420

Usos especificos Enjuague bucal, ulceras

Virtud curativa Control de dolor o infecciones bucales
Latitud 20° 14' 30.171

Altitud 98° 38' 22.631

6.7.3 Astillado y obtencion de la harina de roble de Quercus crassifolia Bonpl.

Una vez seca la muestra se peso para determinar el rendimiento, se astillé la corteza
de roble Quercus crassifolia Bonpl. en una picadora de forraje mediana Rayken Rkp
1800, con motor, el proceso por toda la corteza, llevd aproximadamente diez
minutos, se recolectd el astillado de la corteza y se almacend en recipientes
herméticos oscuros de plastico, posteriormente se pulverizo la corteza astillada en
un molino pulverizador Gutstark de 110 V, la pulverizacién fue de 5 minutos por
cada 100 gramos, se tamizd, se envaso al vacio en bolsas de plastico, pesadas

cada una con 100 gramos de harina de roble. 2!
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6.7.4 Preparacion de la planta y su extracciéon (maceracion)

La maceracion es un método que se usa generalmente para extraer principalmente
taninos, polifenoles, antocianos y las combinaciones de estos, de una muestra

solida a liquida. 120

Los extractos son extracciones concentradas de plantas medicinales en forma
liquida uno a uno, semisolida menos del 25 % o seca con una humedad del menos

5 %_68,70

6.7.5 Obtencion del extracto hidroalcohodlico de roble Quercus crassifolia

Bonpl.

El método de obtencion del extracto hidroalcohdlico de la corteza de roble: la
solucién hidroalcohdlica al 30 % se prepar6 con 700 mL de agua desionizada 'y 300
mL de etanol grado reactivo, lo cual se mezclé por agitacibn mecanica para
posteriormente adicionar al litro de solucion contenida en frasco ambar y protegido
de la luz, 100 g de harina de corteza de roble colocada en el frasco para su
maceracion por 24 horas con agitacion mecanica, cada 3 horas para suspender el
material vegetal. 77.78.79,120,121

Una vez obtenida la mezcla se filtré por primera vez con papel filtrd, se realizé un
segundo filtrado, con filtro de Whatman numero 1, al vacio con embudo de Buchner.
77,78,79,120,121Véase figura 6.

Figura 6.

Maceracion Filtrado Filtrado al Extraccion por  Obtencion de extracto
vacio rotavapor hidroalcohdlico
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Figura 6. Método de obtencion del extracto hidroalcohdlico de roble.

Obtenido el extracto filtrado se colocd en un rotavapor hasta que se evapord, se
recuperé el etanol, la finalidad fue concentrar el extracto, no se secé en su totalidad.
La consistencia fue similar a la de la melaza, con una densidad de 1.083 g/mL, color
ambar oscuro, de sabor amargo, terroso y astringente. 78.79,120,121,122

El extracto se esterilizé finalmente con filtros de 0.22 micras al vacio en campana
de reflujo laminar, se almaceno en frasco estéril de recoleccion del filtro y se congeld

a -15°C.7879.120.121\/égse figura 7.

Uso de campana para esterilidad de los Filtrado, para esterilizar
extractos

Figura 7. Esterilizacién de los extractos hidroalcohélico y acuoso de la corteza

de roble Quercus crassifolia Bonpl.

6.7.6 Obtencion del extracto acuoso de la corteza de roble Quercus crassifolia

Bonpl. por método de extraccion a reflujo

El método de extraccion a reflujo permitié la obtencién del extracto acuoso de la
corteza de roble, se mezclé agua desionizada (un litro) con 100 gramos de harina

de roble, se agité constantemente en un matraz de bola. Posteriormente en tres
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matraces de bola con capacidad de 500 mL cada uno, se introdujo la mezcla
anteriormente mencionada, cada uno de los matraces se conectaron a un
refrigerante, de manera subsecuente se coloc6 sobre una placa de calentamiento
de laboratorio sin hacer contacto con el matraz de bola, llegando a ebullicién durante

una hora, se dejaron los matraces con el extracto a enfriar a medio ambiente. 20121

Una vez obtenida la mezcla se filtré por primera vez con papel filtrd, se realizé un
segundo filtrado, con filtro de Whatman namero 1 al vacio con embudo de Buchner.
Una vez obtenido el extracto filtrado. Se esterilizd con filtros de 0.22 micras al vacio
en campana de reflujo laminar, se almacendé en frasco estéril de recolecciéon del
filtro. El extracto obtenido tuvo un rendimiento de 590 mL, con una densidad de
1.022 g/mL, de color café oscuro, rojizo, de sabor astringente. EIl extracto se

almacend en el contenedor del filtro de esterilizacion a -15°C."?' Véase figura 7 y 8.

Extraccion a Obtencion del Filtrado del Filtrado al
reflujo extracto extracto vacio

Figura 8. Método para obtenciéon de extracto acuoso de la corteza de roble.

6.7.7 Evaluacion del efecto antioxidante de los extractos de Quercus

crassifolia Bonpl. Ensayo de DPPH (a-difenil-B-picrilhidrazilo)

El método de eliminacion de radicales libres a, a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH),

permite evaluar el posible potencial antioxidante de un compuesto. 23124
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El ensayo tiene su principio basico en la medicion de la capacidad de eliminacion
de los antioxidantes para con él, el electron impar del atomo de nitrogeno en el
DPPH (a-difenil-B-picrilhidrazilo) se reduce al recibir un atomo de hidrégeno de los
antioxidantes a la hidracina que corresponde.'?*

Ofrece un enfoque inicial para evaluar el posible potencial antioxidante de un
compuesto o sustancia, un extracto los cuales se mezclan con DPPH y se registra
la absorbancia.’?

Los radicales libres son producidos por los sistemas biologicos, aunque también se
encuentran de manera exdgena, sabemos que son los principales causantes de
trastornos cronico degenerativos, mutagénesis, carcinogénesis, trastornos
cardiovasculares y el proceso de envejecimiento. Los antioxidantes son compuestos
que fungen como combatientes de los radicales libres, interviniendo en el proceso
de estrés oxidativo.'?3
Se prepard una solucién metandlica al 0.004% del radical estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) de Sigma, reactivo de color morado intenso.

Se midio la absorbancia de la solucién a una longitud de onda de absorbancia del
radical DPPH 100 uM. Con una longitud de onda de 517 nm se homogeneizo en
vortex, se mantiene en un frasco de vidrio ambar en la oscuridad durante 30 min.
La medida de absorbancia fue de 517 nm.'%®
Se realizaron diluciones del extracto hidroalcohdlico y el extracto acuoso de
Quercus crassifolia Bonpl. de 1000 mg, 500 mg, 125 mg, 62.5 mg, 31.2 mg, 15.6
mg, hasta 7.8 mg, como control positivo se usé una solucion de vitamina E y como
control negativo metanol.'23-125
El extracto hidroalcohdlico y el extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
diluidos se mezclaron la solucién de DPPH, se us6 vitamina E como control positivo

antioxidante. Se procedi6 a leer la densidad optica en un espectrofotometro. 124.125.126

85



6.7.8 Evaluacidon cualitativa de los compuestos quimicos de los extractos
hidroalcohdlico y acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.

Tamizaje fitoquimico

Se utilizé el extracto hidroalcohdlico y uno acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
para realizar las pruebas fisicoquimicas de caracterizacion, y cambios de coloracion
y formacion de precipitados, todo esto con la finalidad de la evaluacion preliminar

cuantitativa de polifenoles, alcaloides, glucosidos y triterpenos.

Se usaron 100 pg de extracto seco hidroalcohdlico y 100 ug de extracto seco
acuoso de Quercus crassifolia Bonpl. se disolvieron con agua desionizada y

metanol. 127

6.7.9 Prueba fitoquimica de cloruro férrico

La prueba fitoquimica de cloruro férrico es un método colorimétrico que detecta la
presencia de fenoles y taninos de una muestra.

Los taninos son sustancias que se obtienen de algunos vegetales capaces de
ocasionar la precipitacion de proteinas, se ha reportado que tienen actividades
antimicrobianas.?®

Se pesaron 10 gramos de cloruro férrico y se disolvieron en 100 mililitros de agua

destilada caliente y se aforé a 100 ml.'28

6.7.10 Prueba Dragendorff

La prueba de Dragendorff es un método que detecta alcaloides mediante el viraje
anaranjado, se utiliza en fitoquimica y farmacognosia para revelar alcaloides y
sustancias nitrogenadas. 129132

Primera solucion: se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto, en una sustancia que

contenia una mezcla de acido acético glacial, y 40 ml de agua.
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Segunda solucion: se disolvieron 8 g de yoduro de potasio en 20 ml de agua
desionizada.2%-132

El reactivo se preparo realizando una mezcla de 5ml de la primera solucion y 4 mi
de la segunda solucion y 100 ml de agua desionizada. 2132

Se utilizaron dos viales, uno con el extracto de roble de hidroalcohdlico y uno con
extracto de roble acuoso de roble cada uno con 5 ug de extracto disuelto en agua
desionizada, se le agrego en reactivo de Dragendorff y se visualizé presencia o
ausencia de viraje, para determinar si existe presencia de alcaloides se debe

observar un precipitado naranja o rojizo.12%-132

6.7.11 Prueba Liebermann-Burchard

La reaccion de Liebermann-Burchard para desarrollar un método colorimétrico
cuantitativo sencillo, confiable, consistente para analizar la presencia de colesterol,
alternativa de métodos cromatograficos. 33134

El reactivo de Liebermann-Burchard (LBR) se prepard con el método de 1 ml de
cloroformo mezclado con 1 ml de acido sulfurico, se pipeteo 50 ml de anhidrido
aceético en un frasco ambar de vidrio, a temperatura ambiente, posteriormente se
pipeteo 50 ml de anhidrido acético y se agregaron en el frasco.

Para la ldentificacion del fitoesterol se realizaron soluciones con 100mcg del
extracto hidroalcohdlico de roble y 100 ug del extracto acuoso de roble en sus
respectivos viales, se disolvieron con agua desionizada y con metanol, se agregd a
cada uno de los viales 2 ml del reactivo de Liebermann-Burchard (LBR), se observé

viraje tenue.133.134
6.7.12 Prueba Fehling
La determinacion de carbohidratos es una prueba quimica de rutina en la industria

de los alimentos o en la investigacién que permite determinar los azucares que

pueden asimilarse metabdlicamente. 135137
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En viales de cristal se colocaron 100 ug de extracto hidroalcohdlico de Quercus
crassifolia Bonpl. y 100 ug del extracto seco acuoso, como control positivo se coloco
una vial con solucion glucosada, dichos viales se cubrieron con una solucién de
reactivo Fehling al 50 % disuelto con agua desionizada. 35137

La preparacion consistié del reactivo de Fehling realizar una disolucion de 3.5
gramos de sulfato de cobre pentahidratado en 50 mL de agua destilada. Esto se
mezclo con una disolucion de 17.3 gramos de tartrato sédico-potasico y 5 gramos
de hidroxido de sodio en agua destilada, se mezclan ambas disoluciones en 50 ml
de agua. La reaccioén de Fehling con azucares reductores, produce viraje rojizo
brillante, esta reaccion produce depdsitos de Oxido cuprico que permite la

observancia de la coloracion anteriormente mencionado. 135137

6.7.13 Determinacion de saponinas

La prueba de espuma en panal se usa para determinar la presencia de saponinas
en una sustancia.’3?13.139 | gs saponinas son metabolitos derivados
secundariamente de los glucésidos anfifilicos producidos por las plantas, los cuales

tienen propiedades espumantes.’4?

6.7.14 Cultivos bacterianos (periodontos patégenos)

Se utilizaron cuatro cepas bacterianas, estas bacterias se cultivaron Actinomyces
israelii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, Fusobacterium
nucleatum subsp. nucleatum, Porphyromonas gingivalis, proporcionadas por el
laboratorio de genética molecular de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion odontolégica de la universidad Nacional autbnoma de México, estas
cepas se cultivaron en placas de agar enriquecidas HK, con agar infusion cerebro
corazén 26 g/L, se mezclan el agua destilada, con los 20 g/L de Agar de soya

Tripticaseina, 13 gr de Brain Heart Infusién Agar y los 5 gr de Yeast extract.«
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Antes de vaciar el medio en las cajas Petri se agregan los 5ml de vitamina K y los
25 ml de sangre de carnero desfibrinada, esto se disuelve completamente en el
matraz y se procede al vaciado del medio en las cajas de agar. Se sembraron las
bacterias en la caja de Petri y se introdujeron en la incubadora a 35°C en
condiciones anaerobicas al 80%N, 10%CO2y 10% de Nz, las cepas se incubaron
por 5 dias, para la experimentacion se usaron cultivos puros de cada una de las

cepas.'#

6.7.15 Evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos hidroalcohélico

y acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.

La susceptibilidad bacteriana a los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Quercus
crassifolia Bonpl. Se determiné por medio del método de difusion en disco, midiendo
el diametro de las zonas de inhibicidon, la concentracion minima inhibitoria y las

unidades formadoras de colonias.

6.7.16 Método de microdilucién en placa (Concentracion minima inhibitoria)

El método de concentracién minima inhibitoria (CMI) es la concentracion mas baja
de un antimicrobiano o sustancia antiséptica, que puede inhibir el crecimiento
bacteriano o de microorganismos después de la incubacién. Los laboratorios usan
las CMI para la confirmacién de la resistencia, también se usa como un método
auxiliar para la investigacion y determinacion de la actividad in vitro de nuevas
sustancias antimicrobianas.'*? Obsérvese figura para la obtencion de

concentraciones minimas inhibitorias. Véase figura 9.
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Figura 9. Ensayo para la obtencion de las concentraciones minimas

inhibitorias.

Después de sembrar y cultivar las bacterias se sacaron de la incubadora y se realizo
un raspado de las placas de cada una de las cepas bacterianas para determinar la
densidad 6ptica OD=1 (1=600 nm), se colocaron en tubos de eppendorf, se disperso
y agitd la suspensién con un vortex, con la finalidad de homogeneizar, se hicieron
diluciones hasta obtener una densidad optica OD= 1(10° cel/mL), se realizaron
diluciones de los extractos como se indica en el diagrama, se realizaron diluciones
seriadas para obtener una suspensién de 107. hasta tener los pozos de la placa a
un volumen de 200 pL, las cajas se incubaron por 24 horas, en condiciones
anaerobicas posteriormente se realizd6 el sembrado de las Concentraciones
Minimas Inhibitorias para el conteo de la Unidades Formadoras de
C0|Onias_141,143,144,145

Se realizé una correcta técnica de siembra con una pipeta multicanal por triplicado
en cuatro placas de agar, el recuento de las unidades formadoras de colonias se

realizo utilizando un asa de 0,001 mL."12
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6.7.17 Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de los compuestos
de Roble (antibiograma)

La susceptibilidad bacteriana a los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Quercus
crassifolia Bonpl. se determiné por medio del método de difusion en disco, midiendo
el diametro de las zonas de inhibicion.143.144

El método de difusion en disco es el mas usado también se reconoce como prueba
de Kirby-Bauer, su uso principalmente es adecuado para los microorganismos cuyo
crecimiento es acelerado, el procedimiento consiste en la colocacion de discos
impregnados con antibidticos en las placas de agar inoculadas con las bacterias
que se estan investigando, después de la incubacién de 16 a 18 horas se mide el

diametro de inhibicidon que rodea a cada disco.4%-146

Del tubo con la dilucion de 108 cel/mL se introdujo un hisopo estéril y se dejé 10
segundos para que se absorbiera después se sembrd con la técnica de pasto en el
agar enriquecido, posteriormente se impregnaron discos de papel filtro con el
extracto hidroalcohdlico y acuoso de Quercus crassifolia Bonpl. Clorhexidina al
0.20%, etanol y medio de cultivo.'42146

Los antibiogramas de cada bacteria se realizaron por triplicado y los discos se
acomodaron sobre el agar de las cajas de Petri como se muestra en la siguiente
figura.

La lectura se realiz6 midiendo el halo de inhibiciéon bacteriana de cada uno de los

discos del triplicado. Véase figura 10.
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Figura 10. Experimento de antibiograma para determinacion de

susceptibilidad de los compuestos de Quercus crassifolia Bonpl.

6.7.18 Elaboracion de enjuague bucal

La elaboracion del enjuague bucal se realizé con el extracto hidroalcohdlico estéril
de Quercus crassifolia Bonpl. debido que presentdé mejores resultados en las
pruebas microbiolégicas, se mezclaron 14.5 ml con agua inyectable estéril 200ml,

en fracaso de cristal estéril, se mantuvo en refrigeracion a 4°C. 147

6.7.19 Experimentacién in vivo, toma de informacién periodontal clinica,
sangrado al sondeo, nivel de insercion, profundidad de bolsa, placa

dentobacteriana.

El nivel de insercion clinica y la profundidad de bolsa se usan con la finalidad de
analizar y definir los estadios o la gravedad de las enfermedades periodontales, ya
que permiten registrar los cambios de la condicién periodontal a lo largo del tiempo.
La profundidad de bolsa mide cuantitativamente la pérdida de tejido sin tener en

cuenta la presencia de los cambios en el nivel del margen gingival, es decir recesién
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gingival o sobrecrecimiento de la encia. Sin embargo, el Nivel de insercion se

considera un mejor parametro diagndstico de las enfermedades periodontales. 48

6.7.20 Profundidad al sondeo

El sondeo periodontal se obtiene por medio de un registro en un periodontograma
en seis sitios, mesial, medio y distal tanto en bucal como en lingual o palatino, se
realiza con una sonda periodontal Carolina del Norte milimétrica, UNC-15, la cual
se introduce en el surco periodontal, se coloca paralela al eje longitudinal del diente
con una presion de 25 gramos, se mide del margen gingival a la punta de la

sonda."™5Véase imagen 1.

Imagen 1. Fotografia que muestra la técnica de sondeo periodontal.

6.7.21 Sangrado al sondeo

El registro y el porcentaje de sangrado al sondeo se obtiene por medio del uso de
una sonda periodontal estandarizada, Carolina del Norte no. 15, Hu-Friedy,
introduciéndose en el surco gingival, en seis sitios de cada uno de los dientes

presentes en boca, se registra en zona mesial, medial y distal por bucal y lingual o
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palatino, con una fuerza de 0.25 Newtons, se obtiene el porcentaje de

sangrado.14.115
6.7.22 Registro de placa dentobacteriana

Método que permite cuantificar el porcentaje de placa dentobacteriana para la
evaluacion de la higiene bucal.

El registro y el porcentaje de placa dentobacteriana se obtiene por medio de la
observacion de la presencia o ausencia de esta, se registra en seis sitios de cada
uno de los dientes presentes en boca, se registra en zona mesial, medial y distal
por bucal y lingual o palatino, se asigna un 1 a la presencia de placa dentobacteriana

o 0 a la ausencia de placa dentobacteriana.16.117
6.7.23 Nivel de insercion periodontal

El nivel de insercion periodontal es la distancia que se mide con una sonda
periodontal estandarizada de la unidon cemento esmalte al fondo de la bolsa
periodontal o surco, se puede cuantificar sumando la profundidad al sondeo mas la

recesion gingival o bien la profundidad al sondeo menos la hiperplasia gingival.'4115

6.7.24 Instrucciones de uso del enjuague bucal de extracto hidroalcohdlico de

Quercus crassifolia Bonpl. (enjuague A) y de clorhexidina al 0.12% (enjuague

B)

Para el uso de ambos enjuagues se asignaron las siguientes indicaciones:

1. Agitar el enjuague antes de usarlo.

2. Realizar el enjuague bucal cada 12 horas.

3. Realizar el enjuague bucal media hora después del cepillado dental.

4. Debera realizar enjuague profuso y gargaras durante un minuto, con el vaso
dosificador usar 7.5mL, no diluir o agregar agua.

5. En caso de tener irritaciéon, molestia y ulceracion debera comunicarse para dar

tratamiento a la sintomatologia.
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No consumir alimento hasta una hora después de haber realizado el enjuague.
No ingerir el enjuague bucal.

Mantenerlo lejos del alcance de los nifios.

© © N o

Conservar los enjuagues en el refrigerador después de su uso.

6.7.25 Método citoma, evaluacion de citotoxicidad

El método citogenético de citoma de micronucleos bucales (BMcyt) se ha
considerado de minima invasion debido a que particularmente es usado en las
células bucales y sirve para evaluar y medir el dafio genético, la diferenciacion y
proliferacion celular, apoptosis, en células bucales que se han exfoliado, medicién
del dafo celular y biomonitoreo de la inhalacion o exposicion local a sustancias
genotoxicas, ademas se ha usado para evaluar el estado nutricio y las condiciones
de vida y su asociacion sobre el ADN.%9:100

Procedimiento:

Se tomo la muestra de las de células epiteliales con el siguiente proceso: El paciente
se enjuago la boca durante 1 minuto con solucién salina fisiologica (SSF) tibia, se
le pidi6é que abriera la boca y con un cepillo citolégico estéril, previamente embebido
en SSF, se raspd gentilmente pero de manera firme sobre la mucosa yugal,
tomando una cantidad considerable de células, las cuales se extenderan sobre la
laminilla que contendran dos gotas de solucién salina fisiolégica SSF y se dejaron
secar al aire, se prepararon 3 muestras por cada carrillo por cada tiempo (TO, T1,
T2y T3).

TO= Previo al uso de enjuagues, T1=Una semana después del uso de los
enjuagues, T2= Toma de muestra a los 15 dias de uso de enjuague bucal, T3= 15
dias después del uso del enjuague, fase de valoracion.

Posterior a la toma de muestra, se fijaron las laminillas en solucién de Carnoy por
30min, se dejaran secar al aire por lo menos por 24 horas, para realizar
posteriormente la tincion de Feulgen, tincidn especifica para ADN, cuya finalidad es
evitar la clasificacion erronea de cuerpos no nucleares, bacterias o granulos de
queratohialina. Cuando la laminilla este tenida, las células epiteliales seran

observables con un nucleo tefiido con coloracién magenta y el citoplasma de color
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verdoso, se clasificaran 1000 células epiteliales por individuo de acuerdo a la
morfologia del nucleo por medio de los criterios de Bolognesi y colaboradores
(2013):99.100 \Véase figura 11.

1. Célula diferenciada con normalidad.
2. Célula apoptética con pinocitosis (Alta condensacion nuclear e hipercromatico.

3. Célula apoptotica con condensacidn de la cromatina (patron de tincion rayado en
el nucleo).
. Célula apoptodtica con cariorrexis (Nucleo vacualizado).

. Célula con cariolisis (Ausencia de nucleo).

. Células binucleadas.
. Células bulki.

4

5

6. Células micronucleadas.

7

8

9. Células con puente.%190 Véase figura 12.
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Figura 11. Ensayo de citoma. TO (Dia 0) representa la toma de muestras de
células epiteliales de la mucosa yugal sin uso de enjuague bucal, valoracién
inicial periodontal, e inicio de tratamiento de periodontitis. T1(Dia 8) toma de
muestra de células epiteliales con el uso de enjuagues bucales de Quercus
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crassifolia Bonpl. y grupo control, inicio de Raspado y alisado radicular. T2
(Dia 15) toma de muestra de células epiteliales con el uso de enjuagues
bucales del grupo que usé enjuague de extracto de Quercus crassifolia Bonpl.
y grupo control con clorhexidina de uso comercial. T3 (dia 30), toma de

muestra de células epiteliales y revaloracién periodontal.

Apoptosis

Células normales

Célula Basal condensacion Cariorexis Picnosis Cariolisis o célula
Anormalidades nucleares fantasma
|
@ O“
Células micro nucleadas.  Células bulki Células binucleadas  Células con puente

Figura 12. Imagenes obtenidas del articulo de Bolognesi y colaboradores
(2013)%°, método citoma, observacion microscépica de células normales,

células en estado apoptético y anormalidades nucleares.

6.8 Analisis Estadistico

Se realiz6 andlisis estadistico de la evaluacion del efecto antioxidante y
antibacteriano de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de Quercus crassifolia
Bonpl, (la evaluacion de los resultados del ensayo de DPPH, antibiograma y de las
concentraciones minimas inhibitorias) fue realizada con prueba t de Student.

Para el andlisis de los biomarcadores clinicos se uso de Chi?.
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Para la evaluacion de citotoxicidad se us6 una prueba no paramétrica de Wilcolson
suma y rango, y de shapiro Wilks, todas las pruebas estadisticas se realizaron en
STATA.
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VIl RESULTADOS

7.1 Resultado de la identificacion del arbol de roble Quercus crassifolia Bonpl.

y obtencién de la muestra, secado y trituracion de la corteza

La planta fue identificada por parte del Departamento de Botanica del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México, cuyo espécimen se
encuentra en el Herbario Nacional de México (MEXU), con numero de catalogo

183420, Quercus crassifolia Bonpl.

Figura 13. Obtencién y procesamiento de la muestra.

Figura 13. Obtencion y procesado de la muestra. A) Identificacion del arbol de
roble Quercus crassifolia Bonpl. Recoleccion de la muestra de la corteza de
Roble Quercus crassifolia Bonpl. B) Secado de la muestra. C) Astillado de la

muestra D) Triturado de la muestra de corteza.
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Se obtuvieron 15kg de corteza de roble, al finalizar el secado se obtuvieron 10kg de
la corteza, Véase figura 13, el almacenamiento de la muestra se realizé una vez
obtenida la harina de roble, esta fue empaquetada al vacio, pesada con una pesa

analitica, cada empaque fue fechado y contenia 100 mg de harina. Véase figura 14.

Figura 14. Empaquetamiento al vacio de harina de roble.

7.2 Resultados de la obtenciéon de un extracto hidroalcohdlico y un extracto

acuoso de roble de la especie Quercus crassifolia Bonpl.

Se obtuvieron dos extractos de Quercus crassifolia Bonpl. uno hidroalcohdlico y otro
acuoso, este ultimo presentd el mayor rendimiento de 590mL, con una densidad

1.022mL, su coloracion es café oscuro rojizo, con sabor astringente. El extracto
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hidroalcoholico presentd un rendimiento menor respecto al extracto acuoso de
100mL, densidad de 1.083g/mL, coloracion ambar oscuro, con sabor amargo

terroso y astringente. Véanse figura 15y tabla 10.

Figura 15. Obtencion de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de roble de

Quercus crassifolia Bonpl.

Figura 15. Obtencién de extractos de Quercus crassifolia Bonpl. (E) extracto
acuoso, (F) extracto hidroalcohdlico de roble.
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Tabla10. Resultado del rendimiento de los extractos hidroalcohdlico y acuoso

de Roble Quercus crassifolia Bonpl y sus caracteristicas organolépticas

Extracto Rendimiento  Densidades Color Sabor
Acuoso 590 mL 1.022g/mL  Café oscuro, Astringente
rojizo

Hidroalcohdlico 100mL 1.083g/mL Ambar Amargo,

oscuro terroso,

astringente

7.3 Resultado del analisis cualitativo de los compuestos quimicos del extracto

acuoso e hidroalcohdlico de Quercus crassifolia Bonpl.

Resultados de las cuatro pruebas fitoquimicas colorimétricas:

La primera corresponde a cloruro férrico, en la cual hubo una respuesta
positiva a presencia de polifenoles, respuesta colorimétrica verdosa- azulada
similar al control quercetina, lo que indicé que ambos compuestos de roble,
presentan polifenoles.

La segunda prueba fue Dragendorff, fue negativa, lo cual indica que ambos

extractos de roble no contienen alcaloides.
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e Los resultados de la tercera prueba Lieberman-burchard, dio como resultado

que ambos compuestos son positivos a fitoesterol.

e La cuarta prueba Fehling, presenté como resultado que ambos extractos de

roble son positivos a la presencia de glucosidos.

e La prueba de espuma fue positiva lo que indica la presencia de saponinas.

Véase tabla 11.

Tabla 11. Resumen de los resultados de las pruebas colorimétricas para
determinacion de los posibles compuestos quimicos de los extractos de roble

de Quercus crassifolia Bonpl.

Reactivo/prueba Resultado Presencia Fotografia
Cloruro férrico Positivo Polifenoles

Dragendorff Negativo Alcaloides
Liebermann-Burchard | Positivo Fitoesteroles
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Fehling Positivo Glucésidos

Prueba de espuma Positivo Saponinas

7.4 Evaluacion del efecto antibacteriano en cuatro cepas periodonto-

patégenas.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos
hidroalcohdlico y acuoso de roble de Quercus crassifolia Bonpl. por inhibicion de
halo bacteriano y comparacion de medias por prueba estadistica de t de Student.
dieron como resultado que la clorhexidina (CHX) contra los extractos HA' Y AQ fue
significativamente mas efectiva que ambos extractos tanto él HA como el AQ, en las
cuatro especies bacterianas A. israelii, A. actinomycetemcomitans serotipo b, P.
gingivalis, F. nucleatum debido a que el valor de P fue (p < 0.01). En cuanto a la
comparacion de los extractos HA Y AQ, indicé que el extracto hidroalcohdlico HA
es superior a el extracto acuoso AQ en todas las especies bacterianas, aunque solo
fue estadisticamente significativo en A. actinomycetemcomitans serotipo b ya que
el valor de P 0.0399 y en la inhibicién de los halos de crecimiento bacteriano de F.
nuc. nuc. ya que el valor de p < 0.0377.

El grupo de etanol no presento significancia estadistica, en la inhibicién del halo, en

las cuatro especies bacterianas. Véase tabla 12 y 13.
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Tabla 12. Resumen de medias de halos de

periodontopatégenas, Actinomyces
serotipo b, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum subesp.

nucleatum.

(Promedios de halo de inhibicion en mm y significancia estadistica)

Especie CHX

A i 410+ 3.6™
Aa. 233121*
P.g. 31.3+4.0*
F. nuc. nuc. 42.3 £ 2.5™

HA

9.0+£1.0*
18.7 +6.7*
11.0 £ 1.0**
11.3+0.6*

Media + Desviacion Estandar.

AQ

8.0 £1.0*
11.0+1.0*
7.7+1.2%
9.7 +0.6™

Etanol

0.0+0.0
0.0+£0.0
3.0+5.2
0.0+0.0

*: p <0.05; **: p <0.01 (comparado con el control negativo).

inhibicion de 4 cepas
israelii, A. actinomycetemcomitans

Control
(C)

0.0+0.0
0.0+£0.0
0.0+0.0
0.0+0.0

e El etanol mostro actividad solo en P. gingivalis (3.0 £ 5.2 mm), pero sin
significancia estadistica (p > 0.05).

e A.i. (Actinomices israelii)

e A.a. (Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b)

P. g. (Porphyromonas gingivalis)

F. nuc. nuc. (Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum)
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Tabla 13. Comparativa de las medias de halos de inhibicion de 4 cepas
actinomycetemcomitans
serotipo b, Porphyromonas gingivalis. gingivalis, F. nucleatum nucleatum y
su comparacion entre grupos de antimicrobianos y control negativo.

periodontopatégenas,

Actinomyces

israelii,

Especie Comparacion

A. israelii

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

F. nucleatum nucleatum

CHX vs HA
CHX vs AQ
HA vs AQ
HA vs Control
CHX vs HA
CHX vs AQ
HA vs AQ
HA vs Control
CHX vs HA

CHX vs Etanol

HA vs AQ
AQ vs Control
CHX vs HA
CHX vs AQ
HA vs AQ
AQ vs Control

e NS: No significativo (p = 0.05).

e *p<0.05  *p<0.01.

Valor de p

0.0052
0.0027
0.2254
0.0041
0.0399
0.0051
0.2216
0.0199
0.0074
0.0043
0.1091
0.0075
0.0014
0.0020
0.0377
0.0052

Significan
cia

*%

*%

NS

*%*

*%*

NS

*%*
*%*
NS
*%*
*%*

*%*

*%*
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7.4.1 Resultados del analisis comparativo de las medias de la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) de los extractos Hidroalcohoélicos (HA) y Acuosos (AQ)

contra cepas bacterianas A. israelii, P. gingivalis, A. a. b., F. nuc nuc.

Los resultados de las concentraciones minimas inhibitorias de ambos extractos
hidroalcohdlico y acuoso de roble Quercus crassifolia, indican que el extracto HA
mostré mayor efectividad que el extracto AQ en concentraciones de 1000-
250mg/ML, en las concentraciones de 62.5-7.8mg/mL el extracto hidroalcohdlico
mantuvo menor crecimiento bacteriano (UFC, lo cual indica que hay superioridad de
resultados del extracto hidroalcohdlico que en el acuoso. Véase tabla 14, 15y figura
de la 16-23.

Tabla 14. Comparativa entre concentraciones minimas inhibitorias.

Efectividad antimicrobiana por concentracién (Medias de UFC)

Concentracion Extracto AQ Extracto HA Diferencia

(mg/mL) (UFC) (UFC) significativa (p-valor)

1000 O 0 -

500 0 0 -

250 0.25 0 0.0775
125 0.17 0 0.1032
62.5 5.50 0.63 0.0030*
31.2 8.79 1.13 0.0063*
15.6 13.38 1.79 0.0022*
7.8 10.00 17.08 0.8738

Tabla 15. Comparativa de UFC (Medias)

Concentracion (mg/mL) HA (UFC) AQ (UFC) CHX (UFC) Etanol (UFC)

1000 0 0 0.04 6.19
62.5 0.625 5.5 - -
15.6 1.79 13.38 - -
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Resultados de la efectividad antimicrobiana Concentraciones minimas
inhibitorias (CMI)

Los resultados indican que la clorhexidina mostré mayor efectividad antimicrobiana
la media fue de =0.04 UFC, seguido del extracto hidroalcohdlico (HA).

El etanol al 30% tuvo una media de 6.19UFC, menos efectivo que el extracto HA.
El control negativo confirmd la esterilidad del ensayo, la media de las UFC fue de
0.02 UFC. Las diferencias significativas de p<0.05, la comparacion de el extracto
HA contra AQ en la concentracién de 62.5 mg/mL fue de p<0.0059, la diferencia
significativa del extracto HA contra el extracto acuoso AQ en la concentracién de
31.2 mg/mL fue de p<0.0127, en la concentracion de 15.6 mg/mL, el extracto HA
contra AQ fue de p<0.0045. Véase tabla 16 ,17 y figura de la 16-23.

Tabla 16. Comparacion de medias de unidades Formadoras de colonias.

Concentracion HA AQ P

62.5 mg/mL 0.625 UFC 5.5 UFC p<0.0059
31.2 mg/mL 1.125 UFC 8.79 UFC p<0.0127
15.6 mg/mL 1.79 UFC 13.38 UFC p<0.0045

Tabla 17. Comparativa de control positivo, solvente, medio de cultivo,

bacteria.
Control UFC Media
Clorhexidina (CHX 0.2%) 0.04 +0.29
Etanol 30% 6.19 £ 10.66
Medio de cultivo (C-) 0.02+0.14
Bacterias sin tratamiento (C+) 27.11 £ 18.98
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Concentraciones minimas inhibitorias P. gingivalis

Carril 1 [Caril 2 [Carril 3 [Caril 4 [Carril 5 |Carril 6 |Carril 7 [Carril 8 [Caril 9 [camil 10]Carril 11 Carril 12 Canil 1 |Carril 2 |Carril 3 [Carril 4 |Camil 5 |Carril 6 [Carril 7 [Carril 8 [Camil § 1Carril 11]Carril 12
1000m /500 mgf1250 mg/f125mg/n625mgi31.2mg15 6mgT8mgmC+a  [C+ |G- |C- 0[500 m/{250 mgif125mg/n62.5mg/{31 2mg/f15.6mgiT8mgmiCra  [C+  [C- |G-

0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0

4
-]
°
-

Carril 1 |Carril 2 [Carril 3 [Carril 4 [Caril 5 [Caril 6 |Caril 7 |Careil 8 [Carril 9 [caril 10[Carril 11]Carril 12 Carril 1 [Carril 2 [Carril 3 [Caril 4 [Carril 5 [Caril 6 Carril 7 [Carril 8 [Carril 9 [carril 10{Carmil 11]Carril 12
1000mg{500 mg/f250 mg/f 125m gni62.5mg/(31.2mgf{15.6mg/iT8mgim(C+a  [C+  [C-  [Co- 1000mgf500 mgi{250 mg/i125mgin625mg/i31 2mg/t 156mgiT.8mgmC+a  [C+  [C-  [C4-

o 0 0 o0 o B 1 1 0 0 9§ 0 o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 9§ 0

o o0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 o 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 15 0

o 0 0 0 0 0 1 0 0 0 8 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0

Figura 16. Resultados de antibiograma por triplicado, placa A, Placa B, Placa C de P. gingivalis, evaluacion de

diametro del halo de inhibicion. Control positivo CHX clorhexidina, ET etanol, HA extracto hidroalcohélico de
Quercus crassifolia Bonpl., extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
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P. gingivalis antibiograma

Placa A Placa B Placa C
Disco/sustanci  Halo- Disco/susta Disco/susta
a Diametro  Halo-Radio ncia Halo-Diametro  Halo-Radio ncia Halo-Diametro Halo-Radio
CHX 32 12 CHX 35 14 CHX 27 10
HA 11 2 HA 12 2 HA 10 2
Aq 7 1 Aq 7 1 Aq 9 1
C(-) 0 0 C(-) 0 0 C(-) 0 0
ET 0 0 ET 9 2 ET 0 0

Figura 17. Resultados de antibiograma por triplicado, placa A, Placa B, Placa C de P. gingivalis, evaluacion

de diametro del halo de inhibicion. Control positivo CHX clorhexidina, ET etanol, HA extracto hidroalcohdlico
de Quercus crassifolia Bonpl., extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
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F. nuc. nuc. antibiograma
PlacaA PlacaB PlacaC
Disco/susta Halo- Disco/sus Halo- Disco/sus Halo- Halo-
ncia Diametro Halo-Radio tancia Diametro Halo-Radio tancia Diametro Radio
CHX 40 16 CHX 45 19 CHX 42 19
HA 11 2 HA 12 3 HA 1 2
Aq 10 2 Aq 10 1.5 Aq 9 1
C(-) 0 0 C(-) 0 0 C(-) 0 0
ET 0 0 ET 0 0 ET 0 0

Placa B

Placa A

Figura 18. Resultados de antibiograma por triplicado, placa A, Placa B, Placa C de F. nuc. nuc., evaluacién de
diametro del halo de inhibiciéon. Control positivo CHX clorhexidina, ET etanol, HA extracto hidroalcohdlico de

Quercus crassifolia Bonpl., AQ extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
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Concentracion minima inhibitoria de F. nuc. nuc.

caril 1 (Canil 2 |Carril 3 [Carril 4 [Carril 5 [Caril 6 [Caril 7 [Carril8 [Carril 9 lcanril 10]Carril 11{Carril 12 caril 1 (Canil 2 [Carril 3 [Caril 4 |Carril 5 [Carril 6 [Carril 7 [Carril 8 [Carril 9 lcanril 10]Carril 11(Carril 12

1000mg/500 mg/t250 m/t 25m/n62.Smgil31.2mg/l15.6m/iT8mgim(C+a [+ [C-  [C4- 1000mg/500 mg/f250 mg/t 125m g6 Smgi(31.2ma/l15.6mgiiT8mgimiCra [+ |- [C4-
o o 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 o o o0 o0 0 0 0 0 0 0 55 0
o o o0 o0 o0 0 0 0 0 0 38 0 o o0 o0 o0 0 0 0 0 0 0 5 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0

B
Carril 1 [Caril 2 [Carril 3 (Carrl 4 [Caril 5 [Carril 6 [Caril 7 [Carril8 [Carril 9 lcaril 10]Carri 11]carmi 12 Carril 1 (Caril 2 [Carril 3 [Carril 4 [Caril 5 [Carril 6 [Carril 7 [Carril8 [Carsi 9 learil 10]Carril t1)carri 12
1000m 91500 mg/{250 mg/t1 25mg/n62.5mg/t31.2mglt15.6mgit7.8mgim(C+a G+  [C- (G- 1000mg/500 mg/{250 mg/t 125mg62.5mgle31.2mg/{156mgeT8mgmCra G+ [C-  [C4-
o o o o0 o0 o0 o0 .0 o0 o0 1% o0 0o o0 0 0 0 0 0 .0 2 0 28 0
o o0 o0 0 0 0 0 0 0 0 18 0 o o0 o0 o0 0 0 0 .0 1 0 14 0
o o o0 0 0 0 0 .0 0 0 * 0 o o o0 o0 0 0 0 .0 0 0 3 0

Figura 19. Resultados del sembrado de la concentracion minima inhibitoria de F. nuc. nuc., representa el
triplicado del extracto de roble hidroalcohélico (HA) y el triplicado del extracto acuoso de roble (AQ) del carril
1 al carril 8, el carril 9 etanol al 30% estéril, carril 10 clorhexidina al 0.20%, carril 11 bacteria y el carril 12 medio
de cultivo; placa B representa el duplicado del experimento; los valores numéricos representan las Unidades

Formadoras de Colonias bacterianas UFC.
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A. a. sertotipo b antibiograma

Placa A Placa B PlacaC

Disco/susta Halo- Discol/su Halo- Discol/su Halo- Halo-
ncia Diametro Halo-Radio stancia Diametro Halo-Radio stancia Diametro Radio

CHX 24 9 CHX 25 9 CHX 21 9

HA 1 2 HA 22 6 HA 23 8

Aq 12 3 Aq 11 2 Aq 10 1

C(-) 0 0 C(-) 0 0 C(-) 0 0

ET 0 0 ET 0 0 ET 0 0

Figura 20. Resultados de halo de inhibicion de los antibiogramas por triplicado, placa A, Placa B, Placa C de
A. a. serotipo b, evaluaciéon de diametro del halo de inhibiciéon. Control positivo CHX clorhexidina, ET etanol,

HA extracto hidroalcohdlico de Quercus crassifolia Bonpl., AQ extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
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Concentracién minima inhibitoria A.a. Serotipo b
Cail 1 |Carril2 [Carril 3 [Camil4 |Carril 5 [Caril 6 [Caril 7 [Carril 8 [Camil 9 [caril 10[Carril 14Camil 2~ Caril1 [Cail 2 [Caril 3 [Canil 4 [Carril 5 [Carmil 6 |Caril 7 [Carril 8 [Camil § [caril 10]Carrl 14 Carril 12

1000mg{500 mg/f250 mgi125mgi62 Smo/31.2mgfl15.6mghT 8mgimC+a  [C+  [C- [CH- 1000mg/500 mg/{250 mg{125mghi62.5mg/f31 g5 6mgiiT émgmCra  [C+  [C-  [C4-
0o 0 o0 0 2 6 1 5 0 0 * 0 0o 0 o0 0 5 6 1 2 0 0 * 0
o 0 0 0 2 1 1 3 0 0 * 90 o 0 0 0 0 7 3 4 0 0 * 0
0 0 0 0 4 2 & 3 0 0 * 0 0 0 0 0 2 5 3 2 0 0 * 0

Caril 1 |Caril 2 |Caril 3 |Carril 4 [Carril 5 [Carril 6 [Carril 7 |Camil 8 |Camil § [camil 10{Carel 41[Carrl 12 Carril 1 [Camil 2 [Camil 3 [Camil 4 [Camil 5 |Carrl 6 [Careil 7 [Carril 8 [Carril 9 [caril 10[Carril 14]Carril 12

1000mg{500 mg/f250 mgit125mg/n62Smglf3t.2mgil5.6mgiTomgCea G+ [C- |G- 1000mg]500 mg/{250 mgifA25mghi62.5mg/i31.2mgi15.mgT dmgimC+a [+ [c- [C4-
o BN 3 1 4 0 A * 0 0 " 0 0o 0 o0 0 5 6 1T 2 0 0 " 0
R R e . ] O FEEwmEmEE.
o Pl 0 3 6 0 9 * 0 0 * 0 o 0 0 .0 0 5 3 2 0 0 * 0

Figura 21. Resultados del sembrado de la concentracion minima inhibitoria de A. a. serotipo b, representa el
triplicado del extracto de roble hidroalcohélico (HA) y el triplicado del extracto acuoso de roble (AQ) del carril
1 al carril 8, el carril 9 es etanol al 30% estéril, carril 10 clorhexidina al 0.20%, carril 11 bacteria y el carril 12
medio de cultivo; placa B representa el duplicado del experimento, los valores numéricos representan las

Unidades Formadoras de Colonias UFC.
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A. Israelii antibiograma

Placa A Placa B PlacaC
Halo-

Disco/sust Diametr Disco/su Halo- Disco/su Halo- Halo-
ancia o Halo-Radio stancia Diametro Halo-Radio stancia Didmetro Radio
CHX 40 18 CHX 38 16 CHX 45 19

HA 8 1 HA 10 1 HA 9 1
Aq 7 0.5 Aq 8 1 Aq 9 1
C(-) 0 0 C(-) 0 0 C(-) 0 0
ET 0 0 ET 0 0 ET 0 0

Figura 22. Resultados de antibiograma por triplicado, placa A, Placa B, Placa C de A. israelii, evaluacion de
diametro del halo de inhibiciéon. Control positivo CHX clorhexidina, ET etanol, HA extracto hidroalcohélico de

Quercus crassifolia Bonpl., AQ extracto acuoso de Quercus crassifolia Bonpl.
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Concentracion minima inhibitoria de A. israelii
Carril 1 [Caril 2 [Carril 3 [Carril 4 |Carrl 5 |Carril 6 [Carril 7 |Carril 8 [Carril § [carril 10{Carril 11/Carril 12 Carril 1 [Caril 2 [Carril 3 [Carril 4 |Carril 5 |Carril 6 [Carril 7 |Carril 8 |Carril § [caril 10{Carril 11{Carril 12

1000mgl500 mg/f250 mg125mgn62.5m g3t Imgli15.6mgh7 SmgimC+a [+ [c-  [c+- 1000mg/500 m/{250 mgli125mg/n62. Smgi{31.2mgi15.6mgh7.dmgimC+a  [C+  [c-  [c+-
o 0 0 0 0 0 0 19 2% 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 7 1 0 4 0
o 0 0 0 0 0 0 B M 0 37 0 o o0 0 0 0 0 0 2 2 0 & 0

0 0 0 0 0 0 0 B 18 0 31 0 0 0 0 0 0 0 0 4 % 0 % 0

A
Canril 1 [Carril 2 [Carril 3 [Caril 4 [Carril 5 [Carril 6 [Careil 7 [Carril 8 [Caril § [camil 10]Camil 11]Canil 12 Canril 1 [Carril 2 [Caril 3 [Carril 4 [Carril 5 |Carril 6 [Caril 7 [Carril 8 [Caril 9 [canril 10]Carril 14(Carril 12
1000mgl500 mg/f250 mg12Smgini62.5mgii31.2mg 15.6mgi7 SmgimC+a [c+  [c- [c4- 1000mg/500 mg/{250 mgf125mginl62.Smgli31.2mgi15.6mg/iT8mgimC+a  [C+  [c- [C-
0 o0 0 0 16 % 3 29 18 0 B 0 0 0 0 0 18 30 4 4&£ 28 0 B 0
0o 0 0 0 17 33 9 ¥ B 0 4 0 o 0 0 0 1 20 6 5 B 0 5 0
0o o0 0 0 28 ¥ ¥ B A 0 U 0 0 0 0 0 1 ¥ 50 4 3% 0 4 0

Figura 23. Resultados del sembrado de la concentracién minima inhibitoria de A. israelii, representa el
triplicado del extracto de roble hidroalcohdlico (HA) y el triplicado del extracto acuoso de roble (AQ) del carril
1 al carril 8, el carril 9 es etanol al 30% estéril, carril 10 clorhexidina al 0.20%, carril 11 bacteria y el carril 12
medio de cultivo; placa B representa el duplicado del experimento, los valores numéricos representan las

Unidades Formadoras de Colonias UFC
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7.5 Evaluacion del efecto antioxidante del extracto acuoso e hidroalcohélico

de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Resultados de absorbancia y efecto antioxidante de los extractos de roble,

Quercus crassifolia Bonpl.

Los resultados con la prueba t de Student, del efecto antioxidante de los extractos
hidroalcohodlico y acuoso de roble Quercus crassifolia Bonpl. se explican a
continuacion, extracto Hidroalcoholico HA con concentracion de 500mg/mL la media
fue de 0.357+0.150, con el extracto HA a una concentracion de 250mg/mL la media
fue 0.181 £ 0.026, con la concentracién del extracto HA de 125mg/mL la media fue
de 0.143 £ 0.018, por lo cual a medida que disminuye la concentracion la
absorbancia disminuye, la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico
también disminuye. la mayor actividad antioxidante entre las concentraciones del

extracto hidroalcohdlico fue la concentracion 500mg/mL.

Se explican a continuacion, que el extracto Hidroalcohdlico HA con concentraciéon
de 500mg/mL presenté una media de 0.080 + 0.013mm, los resultados con el
extracto HA a una concentracion de 250mg/mL la media fue de 0.068 + 0.006mm,
con la concentracién del extracto HA de 125mg/mL la media fue de 0.074 +
0.013mm, las concentraciones mas altas del extracto acuoso tienen absorbancias
altas, lo que indicé que también tiene una actividad antioxidante, sin embargo, la
absorbancia es menor en el extracto acuoso respecto al extracto hidroalcohdlico de
roble Quercus crassifolia Bonpl. Los resultados indican que la Vitamina E grado
reactivo, es un antioxidante que se usa como estandar de oro, de acuerdo a los
resultados tiene una absorbancia mucho menor en comparacion con los extractos

hidroalcoholicos. Véase tabla 18,19.
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Tabla 18. Absorbancia de los extractos hidroalcohdlico de roble y acuoso.

Compuesto Concentracion Absorbancia 500 nm X *
D.E
DPPH 0.04% 1.047 £ 0.059
Vitamina E 1 mg/ML 0.0835 £+ 0.002
HA 500 mg/mL 0.357 £ 0.150
HA 250 mg/mL 0.181 £ .026
HA 125mg/mL 0.143 £ .018
AQ 500 mg/mL 0.080 £ 0.013
AQ 250 mg/mL 0.068 + 0.006
AQ 125mg/mL 0.074 £ 0.013
B- 100mg/mL 0.833 £ 0.207
Cariofileno

Resultados de la comparacion del efecto antioxidante entre grupos de

extractos hidroalcohdlico y acuoso de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Los resultados obtenidos de la comparacién de absorbancia con prueba t de Student
entre los diferentes grupos y concentraciones fueron los siguientes: los grupos de
comparacion de las absorbancias entre Vitamina E y DPPH el valor de P fue de
0.0000, lo cual representa una diferencia estadisticamente significativa en cuanto
al potencial antioxidante; en cuanto a la comparacién de absorbancia de Vitamina
E contra la concentracion del extracto hidroalcohdlico de roble Quercus crassifolia
Bonpl. a una concentracién de 500 mg/mL el valor de P 0.0072 representa una
diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a la comparacién entre Vitamina
E respecto a el extracto hidroalcohdlico de roble a una concentracion de 250mg/mL
el valor de P fue de 0.0005 lo cual nos indicd que la vitamina E tiene un efecto con
diferencia estadisticamente significativa que el extracto. La comparacién entre el
grupo de Vitamina E contra el extracto hidroalcohdlico a una concentracion de
250mg/mL el valor de P fue de 0.0005 lo cual indica que la vitamina E tuvo un efecto
antioxidante significativamente distinto al extracto hidroalcohdlico, respecto a la

comparacion con el extracto hidroalcohdlico a una concentracion de 125mg/mL el
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valor de p fue de 0.0012 también existi¢ una diferencia estadisticamente significativa

respecto a la vitamina E.

Para la comparacion de absorbancia en los grupos de vitamina E contra las tres
concentraciones del extracto acuoso de roble, Quercus crassifolia Bonpl. en la
concentracion de 500 mg/mL tuvo un valor de P de 0.6921 lo cual no represento
una diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a la concentracion de
250mg/mL el valor P fue de 0.0010, si existio una diferencia estadisticamente
significativa para dicha concentracion, en cuanto a la concentracién de 125 mg/mL
el valor de P fue de 0.0773 no existié diferencia estadisticamente significativa en

comparacion a la vitamina E.

En cuanto a los resultados de la comparacion entre grupos del extracto
hidroalcohdlico de roble a una concentracion de 500 mg/mL con DPPH el valor de
P fue de 0.0001 lo cual indico una diferencia estadisticamente significativa. La
comparacion de la misma concentracion del extracto hidroalcohdlico, pero con
vitamina E el valor de P fue de 0.0072 lo cual indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos. Las comparaciones entre la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de roble de 500 mg/mL contra
concentracion de extracto hidroalcohdlico de 250mg/mL,125mg/mL y extracto
acuoso de 500 mg/mL los valores de P fueron P = 0.0401, P = 0.0156, P = 0.0067,
lo cual indica que si existe una diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos.

Los resultados de comparacion entre las concentraciones del extracto acuoso de
roble (Quercus crassifolia Bonpl.) fueron para la concentracion de 500 mg/mL contra
250mg/mL, el valor de P fue de 0.0812 no hubo diferencia estadisticamente
significativa, contra la concentracion de 125mg/mL el valor de P fue de 0.4610 lo

cual indicé que no hubo diferencia estadisticamente significativa. Véase tabla 19.
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Tabla 19. Comparacion entre grupos con diferentes concentraciones de los

extractos hidroalcohdlico y acuoso de roble Quercus crassifolia Bonpl. contra

vitamina E y DPPH (controles).

Grupo 1

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)

DPPH
(Control)
Vitamina E
Vitamina E
Vitamina E
Vitamina E
Vitamina E

Vitamina E

HA 500

Grupo 2

Vitamina

E

HA 500

HA 250

HA 125

AQ 500

AQ 250

AQ 125

HA 500

HA 250

HA 125

AQ 500

AQ 250

AQ 125

HA 250

Valor

de *p*

0.0000

0.0001

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0072

0.0005

0.0012

0.6921

0.0010

0.0773

0.0401

Significancia

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.001

*p* < 0.01

*p* < 0.001

*p* < 0.01

*0*>  0.05

(NS)

*p* < 0.01

*0*>  0.05

(NS)
*p* < 0.05

Interpretacién

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. altamente significativa

Dif. significativa (HA 500 <
Vitamina E)

Dif. altamente significativa
(HA 250 < Vit E)

Dif. significativa (HA 125 <
Vit E)

No hay diferencia
significativa

Dif. significativa (AQ 250 <
Vit E)

Tendencia, pero no
significativa

Dif. significativa (HA 500 >
HA 250)
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HA 500

HA 500

AQ 500

AQ 500

HA 125

AQ 500

AQ 250

AQ 125

0.0156

0.0067

0.0812

0.4610

*p* < 0.05
*p* < 0.01
o*>  0.05
(NS)

*0*>  0.05
(NS)

Dif. significativa (HA 500 >
HA 125)

Dif. significativa (HA 500 >
AQ 500)

Tendencia, pero no
significativa
No hay diferencia

significativa

7.6 Elaboracién de un enjuague bucal con extracto hidroalcohdlico de roble

Quercus crassifolia Bonpl.

Se elaboraron 40 enjuagues bucales de 200 mL con extracto hidroalcohdlico de

Quercus crassifolia Bonpl. estéril. El enjuague bucal presenté estabilidad a

temperatura a medio ambiente, 40° C, 4° C. cabe mencionar que no presentd

cambios de sabor, coloracidon. Véase figura 24.

La concentracién de peso volumen fue de 0.654% pl/v., la cual se determiné con la

siguiente formula:

%plv= (Masa de soluto en (g) /Volumen de solucion (mL)) x100%
p/v= (1.4 g214 mL) x100=0.654%%p/v=(214mL1.4g) x100=0.654%
% p/v=(0.654%)
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Figura 24. Almacenamiento, refrigeracion etiquetada de los enjuagues de

roble y CHX al 0.12%.

7.7 Resultados de la respuesta al tratamiento periodontal

Resultados y caracteristicas demograficas y clinicas iniciales

El total de los pacientes fue de 32, en el grupo 1 participaron 15 pacientes y para el
grupo 2 participaron 17 pacientes, todos los pacientes fueron diagnosticados con
periodontitis, la distribucién del grado periodontal fue para Grado A del 37.5%, es
decir 12 de 32 pacientes, para Grado B fue de 56.25% lo que corresponde en
proporcion a 18 pacientes de los 32 incluidos en el estudio, Grado C: corresponde
sblo el 6.25% de los pacientes es decir 2 de los 32 sometidos a tratamiento
periodontal. Con el analisis de Chi?, no hubo diferencias significativas entre los
grupos 1y 2 el valor de p fue 0.128.

Respecto a las variables confusas el consumo de alcohol en los pacientes fue de
46.88% es decir 15 pacientes de 32, vacunas recientes recibieron el 18.75% de los
pacientes, es decir 6 de los 32 pacientes incluidos en el estudio, el valor de p fue de
0.451 para consumo de alcohol y el valor de p para vacunas recientes de 0.726, sin

diferencias entre los grupos. Véase tabla 20.
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Analisis de Chi2 para variables categoricas

El andlisis de Chi? para variables categoricas indico que la extension de la
periodontitis entre los grupos fue de 15.63% es decir 5 de 32 pacientes y la
extension generalizada fue de 84.38% fueron 27 de los 32 pacientes incluidos en el
estudio.

En cuanto a los grupos analizados se determin6 que el grupo de enjuague de roble
Quercus crassifolia Bonpl, tuvo mas casos de periodontitis generalizada, el valor de
p fue de 0.010.

La comparacién del estadio con respecto al grado encontré una asociacion
significativa entre los grados mas altos que corresponden al B y C, moderada y
rapida progresion, correlacionados a los estadios mas severos Ill y IV, con

significancia estadistica, el valor de p fue de p 0.004.

La extension de la periodontitis en el grupo roble fue unicamente de casos
generalizados, 100% y en el grupo de clorhexidina fue del 66.7% con un valor de

p=a 0.0010, si existe una diferencia estadisticamente significativa.

Respecto al grado, aunque no hay una significancia considerable el grupo roble tuvo
mas casos graves correspondientes al grado C correspondientes al 11.8% con la
ausencia de este grado en el grupo clorhexidina.

Aunque no significativo, el grupo de Roble tuvo mas casos graves (Grado C: 11.8%

contra 0% del grupo clorhexidina. Véase tabla 20.

El éxito general de los 32 pacientes participantes del ensayo clinico fue del 65.6%
que fueron diagnosticados al finalizar el tratamiento periodontal no quirirgico como
pacientes con periodonto reducido sano.

El 25% de la poblacibn mantuvo su diagndstico periodontal, esto se debe
principalmente a la severidad de la periodontitis y que los pacientes requieren de un

tratamiento periodontal quirurgico. Véase tabla 20.

123



Tabla 20. Comparacién de diagnéstico inicial y de revaloraciéon periodontal

Diagnéstic Diagnéstic Frecuenci Diagnostic Frecuencia (%)
o Inicial o Final a (%) o Final
32 pacientes) = Grupo 1 Grupo Valor
(Clorhexidin 2 de p
a) n=15 (Roble) (Chi?)
n=17
Periodontiti Periodontiti = 8 (25%) Periodontiti 4 (26.7%) 4 0.834
s (100%) s activa s activa (23.5%)
Gingivitis 3(9.4%) Gingivitis 2 (13.3%) 1 0.458
(5.9%)
Periodonto 21 (65.6%) Periodonto 9 (60%) 12 0.526
reducido reducido (70.6%)
sano sano

Resultados de la prueba de Chi?, comparacion de las variables clinicas.

Se llevé a cabo una comparacion entre las variables clinicas de periodontales
iniciales y la revaloracion posterior al tratamiento, la media de la variable de numero
de bolsa de revaloracién, en el grupo que us6 enjuague bucal de clorhexidina tuvo
un valor de p de 0.030, lo cual favorecioé al uso del enjuague de roble para el control
de bolsas residuales.

Los valores de la media de revaloracion de nivel de insercion, en el grupo de roble
presentd mayores niveles de nivel de insercién valor de p 0.0416, lo que podria
sugerir que hay persistencia de inflamacion en la fase de valoracion en el grupo
roble, la clorhexidina presentd mejoria en los niveles de nivel de insercion clinica
NIC. Véase tabla 21.

Tabla 21. Comparativa: medias Iniciales contra medias de revaloraciéon por

grupo (Clorhexidina contra Roble), prueba t de Student.

Variable Grupo 1 Grupo 2 (Roble Valor de p
periodontal clinica (Clorhexidina Media * DE)
Media * DE)

(Intergrupo)
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Profundidad de Bolsa (PB)
e |Inicial 3.06 +0.89 3.39+0.94 0.3215
e Re-valoracion  2.36 £ 0.34 2.56 £ 0.41 0.0307*
Nivel de insercion clinica (NIC)
e |Inicial 2.55+3.32 2.85+2.26 0.7688
e Re-valoracién 1.23 +1.22 223 +142 0.0416*
% de Sangrado al Sondaje (%SS)
e |Inicial 60.95 + 32.99 74.34 + 34.00 0.2687
e Re-valoraciéon 12.82 + 13.86 23.68 +22.48 0.1162
Numero de Bolsas Periodontales
e |Inicial 26.67 + 32.56 36.41 + 38.88 0.4516
e Re-valoraciéon 8.93 + 10.07 3.88+3.48 0.0307*

Placa dentobacteriana PLA
e Inicial 76.40 + 26.79 78.49 + 31.90 0.8436
e Re-valoracion = 31.74 + 22.21 27.95 + 18.05 0.5976

7.8 Resultado de la evaluacion citotéxica por el uso del enjuague de roble

La prueba Shapiro-Wilk indic6 que la mayoria de las variables no siguen una
distribucién normal (p < 0.05) por lo tanto se realizé una prueba no paramétrica
(Wilcoxon), como alternativa a la prueba t de Student debido a que no se cumplen

los supuestos de normalidad.
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Las pruebas de Shapiro-Wilk indican que la mayoria de las variables no siguen una
distribucion normal (p<0.05), lo que justifica el uso de pruebas no paramétricas

como la prueba de Wilcoxon rango-suma.

Pruebas de diferencias entre grupos (Wilcoxon rango y suma)

La mayoria de las variables no mostraron diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos y en los diferentes tiempos de medicién.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en el conteo de células picnéticas

en el T1 con un valor de (p 0.0025), en el T2 los resultados de la comparacion de

medianas de las células picnoticas y fantasmas no presentaron diferencias

estadisticamente significativas valor de p igual a 0.06-0.09 entre ambos grupos tanto

de clorhexidina al 0.12% como del enjuague de roble.

Las variables de células micronucleadas, células normales y apoptosis en el T3 no
mostraron diferencias marginales significativas, dichos resultados indicaron que

no hay superioridad de un tratamiento sobre otro. Véase figura 25-27, grafica 1-4.
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Figura 25. Resultados de las pruebas no paramétricas de células apoptéticas.
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Figura 25. Cajas y bigotes, representan los resultados no paramétricos de

muerte celular, los tiempos de toma de muestras y la comparacion de células

normales en el grupo de clorhexidina y de roble Quercus crassifolia Bonpl.,
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TO (dia cero sin tratamiento) T1 (una semana de uso de enjuague) T2 (15 dias
de tratamiento) T3 (revaloracién). H. representa los 4 tiempos de toma de
muestra de células epiteliales de la mucosa yugal y las células normales. I.
representa las células condensadas en los cuatro tiempos. J. representacion
de la distribucion no paramétrica de células con cariorexis en los cuatro
tiempos. L. representacion de las células fantasma en los cuatro tiempos. M.

sumatoria de las células apoptéticas en los cuatro tiempos de toma de
muestra.

Grafica 1 y 2. Muestran los resultados del porcentaje de células epiteliales de la
mucosa yugal apoptaéticas, del tratamiento con roble y clorhexidina.

Gréfica 1. Enjuague de roble Quercus Grafica 2. Enjuague de clorhexidina
crassifolia Bonpl. al 0.12%.
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Grafica 1. Representa el porcentaje de células apoptéticas en el tratamiento
con enjuague de roble.

Grafica 2. Representa el porcentaje de células apoptéticas en el tratamiento
con enjuague de clorhexidina.

Figura 26. Resultados de las pruebas no paramétricas de células con
anormalidades nucleares.
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Figura 26. Resultados de las pruebas no paramétricas de células con

anormalidades nucleares, representan los resultados de las células con
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anormalidades nucleares, los tiempos de toma de muestras y la comparacion
de células normales en el grupo de clorhexidina y de roble Quercus crassifolia
Bonpl., TO (dia cero sin tratamiento) T1 (una semana de uso de enjuague) T2
(15 dias de tratamiento) T3 (revaloracién). N. representan los resultados de MN
(microntcleos) en los cuatro tiempos. N. representan las células epiteliales
binucleadas en los cuatro tiempos de muestra. O. Representacion de células
bulki en los cuatro tiempos. P. Células huevo. P. Células huevo en los cuatro
tiempos. Q. Sumatoria de las anormalidades nucleares y su distribucién no

parameétrica en los cuatro tiempos de toma de muestra.

Grafica 3 y 4. Grafica 1 y 2. Muestran los resultados del numero de células
epiteliales de la mucosa yugal apoptéticas, del tratamiento con roble y

clorhexidina.

Grafica 3. Enjuague de roble Gréfica 4. Enjuague de roble
Quercus crassifolia Bonpl. Clorhexidina al0.12%
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Grafica 3. Representa el numero de células con anormalidades nucleares en
el tratamiento con enjuague de roble.
Grafica 4. Representa el nimero de células con anormalidades nucleares en

el tratamiento con enjuague de clorhexidina.
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VIl DISCUSION

8.1Pruebas fitoquimicas cualitativas y compuestos quimicos bioactivos de

los extractos acuoso e hidroalcohdlico de roble Q. crassifolia Bonpl.

La prueba fitoquimica de saponinas (prueba de saponinas) identificé la propiedad
de la disminucion de tension superficial y la presencia de saponinas en el arbol de
roble de Quercus crassifolia Bonpl.

Un estudio estructural de las principales saponinas derivadas de tri- terpenos acidos
del duramen del roble europeo, Quercus robur L. y Q. petraea Liebl, detectd la
presencia de (A) acido 2 alfa,3 beta,19 alfa-trihidroxiolean-12-eno-24,28-dioico ,
(B)acido 2 alfa,3 beta,19 alfa-23-tetrahidroxiolean-12-eno-24,28-dioico (2), y sus
glicésidos: acido 28-beta-D-glucopiranosil-2 alfa,3 beta,19 alfa,23-tetrahidroxiolean-
12-eno0-24,28-dioico (C), y acido 28-beta-D-glucopiranosil-2 alfa,3 beta,19 alfa,23-
tetrahidroxiolean-12-eno-24,28-dioico (D), los compuestos (A) y (B) por primera vez

se han reportado en las arboles de roble.#°

Un estudio in vitro evalud tres especies de roble, Quercus crassifolia, Quercus
laurina, Quercus scytophylla, el extracto en crudo con agua caliente de Q. crassifolia
presenté mayor rendimiento, la concentracion de compuestos fendlicos fue de 747.0
mg (GAE)/g, correspondiente con equivalencia al acido galico, 25.4mg (QE)/g
equivalente a quercetina y 235 mg de equivalencia a acido hidroxicinamico (mg
ChAE/g), 25.7 mg equivalentes de acido clorogénico (ChAE)/g).%”

Los resultados positivos a polifenoles con la prueba fitoquimica de cloruro férrico en
esta investigacion concuerdan con estudios de las especies de arboles de roble
Quercus ilex y Quercus coccifera y Q. laurina, estos compuestos podrian ser la
respuesta al efecto antioxidante del extracto de Quercus crassifolia Bonpl., ademas
de ser los responsables de la caracteristica organoléptica de la coloracién ambar

oscura del extracto Ha y AQ.
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Un ensayo compard la composicidon quimica y propiedades funcionales de las
bellotas de dos especies de arboles de roble Quercus ilex y Quercus coccifera.
Determinaron que el contenido de polifenoles y flavonoides para el extracto

etandlico al 60% han mostrado valores muy elevados para ambas especies. !0

Un estudio para evaluar la propiedad combustible de la corteza de dos especies de
roble Q. crassifolia'y Q. laurina, concluyeron que no hubo diferencias significativas
en la cantidad de un polimero fendlico (lignina) presente en ambas especies que

fueron de 24.9 y 25.5% respectivamente. '’

Al realizar el ensayo fitoquimico de Dragendorff resulté negativo a alcaloides para
los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Q. crassifolia Bonpl. Sin embargo, un
estudio demostrd que en la especie de roble Q. coccifera tiene potencial antioxidante
y anticancerigeno, y se identificd que el extracto de n-hexano de la planta resultd
negativo a alcaloides, después de una hora, también fue negativo a taninos,
glucosidos, terpenoides, el extracto acuoso caliente y metandlico dieron positividad
a la presencia de alcaloides después de 5 a 10 minutos después. El extracto de
cloroformo dio positivo a taninos y alcaloides excepto a la presencia de glucdsidos. %2
Los resultados negativos a la presencia de alcaloides, pudiesen deberse a que solo
se evaluaron dos extractos HA de Q.c. Bonpl. y AQ de Q.c. Bonpl. y que la especie
discutida es otra especie de roble.

Los resultados de la prueba fitoquimica de Lieberman-burchard para los extractos
etandlico y acuoso de Quercus crassifolia Bonpl. resultd positivo a presencia de
fitoesteroles; un estudio que compard la composicidn quimica y propiedades
funcionales de las bellotas de dos especies de arboles de roble Quercus ilex y
Quercus coccifera que tienen acidos grasos abundantes especificamente
insaturados, oleico y linoleico ademas de muchos compuestos bioactivos
fitoesteroles, colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, A 5-

24estigmastadienol, A 7-estigmastenol, A 7-Abenasterol. %0
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El ensayo de Fehling indico positividad a la presencia de glucosidos en la especie Q.
crassifolia Bonpl. en el extracto acuoso e hidroalcohdlico, lo cual se confirma con
estudio que analiz6 el potencial combustible de la corteza de dos especies de roble
Q. crassifolia y Q. laurina, concluyeron que no hubo diferencias significativas en la
presencia de sus componentes bioldgicos a-celulosa (47.6-47.9%) y hemicelulosa
(22.4-23.2%) el contenido total de los extractos obtenidos fue mayor en la especie
Q. crassifolia.’®

Un estudio que compardé la composicion quimica y propiedades funcionales de las
bellotas de dos especies de arboles de roble Quercus ilex y Quercus coccifera

contienen altos niveles de almiddn. %0

8.2 Efecto antioxidante de los extractos acuoso e hidroalcohodlico de roble Q.

crassifolia Bonpl.

Los resultados del ensayo de DPPH, indicaron que el efecto antioxidante fue
concentracion dosis-dependiente, el extracto hidroalcohdlico HA de Q. crassifolia
Bonpl. de 500 mg/mL tuvo mayor absorbancia de 0.357+ 0.150, la concentracion de
250mg/ML y 125mg/ML disminuyd la absorbancia, mientras que el extracto acuoso
mostré actividad similar al extracto HA sin diferencias significativas entre sus

concentraciones lo que indicé un efecto no dependiente de la dosis.

Un estudio que evalué la capacidad antioxidante y anticancerigena de los extractos
de Q. coccifera, mostraron una capacidad antioxidante prometedora, la CE 50 mas
alta contra 2,2,-difenil -1-picrilhidrazilo (DPPH) se determiné usando 0.009 mg/ml
del extracto acuoso de agua hervida, aunque su actividad fue menor que el control
positivo quercetina.’®?

La comparacién de los resultados de este trabajo con el ensayo anteriormente
mencionado indicaria que los resultados hallados de la positividad del efecto
antioxidante en el extracto acuoso coinciden con la efectividad antioxidante de la
especie de Q, coccifera, sin embargo, cabe recalcar que la coloracion ambar de los

extractos podria afectar la evaluacién de la absorbancia. Una de las diferencias
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importantes son las dosis de concentracidn alta de los extractos de Q. crassifolia
Bonpl. que resultaron superiores al control positivo vitamina E, esto se justifica por
la dosis-concentracion de los extractos y se sugiere probar dosis a menor

concentracion y compararlo con quercetina y vitamina E.

8.3 Efecto antimicrobiano de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de

Quercus crassifolia Bonpl.

Los resultados de este estudio, obtenidos de la evaluacion del efecto antimicrobiano
de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de roble de Quercus crassifolia Bonpl. por
halo de inhibiciéon dieron como resultado que la clorhexidina (CHX) contra los
extractos HA'Y AQ de Quercus crassifolia Bonpl. fue significativamente mas efectiva
que ambos extractos en las cuatro especies bacterianas A. israelii, A.
actinomycetemcomitans serotipo b, P. gingivalis, F. nucleatum nucleatum, el valor
de P fue (p < 0.01).

En cuanto a la comparacién entre los extractos HA Y AQ de Quercus crassifolia
Bonpl., indicé que el extracto hidroalcohdlico (HA) es superior a el extracto acuoso
(AQ) en todas las especies bacterianas, aunque solo fue estadisticamente
significativo en la especie A. actinomycetemcomitans serotipo b ya que el valor fue
(P 0.0399) y en la inhibicion de los halos de crecimiento bacteriano de F. nuc. nuc.
ya que el valor de P fue de (p = 0.0377).

Los halos de inhibicion de P. gingivalis en este estudio fueron para CHX 31.3 £ 4.0,
HAde11.0+1.0yparael AQ7.7 +1.2.

Una investigacion in vitro evalué un gel muco adhesivo de Quercus brantii L. y
coriandrum sativum L, para la administracién periodontal. (Gel F) se realizé una
evaluacion antibacteriana de los halos de inhibicion de P. gingivalis y los resultados
de las zonas de inhibicion en el cultivo de P. gingivalis fueron del gel F517.23 £ 0.2
mm y para tetraciclina 20 mm.8° La diferencia entre este estudio y el anteriormente
mencionado puede deberse a la consistencia del producto uno es gel y el otro es
liquido, ademas de la diferencia de especies, sin embargo, la importancia de esta

informacion radica en el potencial antimicrobiano en periodontopatogenos.
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En este ensayo los resultados del diametro de los halos de inhibicion para
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, fue para (CHX al 0.2%) de 23.3
t+ 2.1mm, para el extracto (HA) 18.7 £ 6.7mm y en el extracto (AQ) fue de 11.0 £
1.0mm. Lo cual parece coincidir respecto al halo de inhibicion con el estudio
anteriormente mencionado sin embargo la concentracion para ambos extractos fue
1000 mg/ML, lo cual difiere debido a esta fue considerablemente mayor, uno de los
factores que se tomo en consideracion en la respuesta de la inhibicion del halo de
las bacterias estudiadas en nuestra investigacion, es la densidad de los extractos
(HA) y (AQ) que consideramos influyen en la fluidez del extracto y que pudo haber
influido en los resultados del ensayo.
Un estudio in vitro evalu6 el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de
agallas de Quercus infectoria sobre Aggregatibacter actinomycetemcomitans los
resultados de la investigacion fueron: Diametros de areas de inhibicion de Aa en
placas con extracto Qi midieron 10.33,12.83,16.83mm para concentraciones de
2.5,5,10mg/ml respectivamente. Para CHX al 0.2% fue de 17.13mm y para
doxiciclina 13.13mm. La concentracidon minima inhibitoria y bactericida fue para el
extracto de Qi de 2.5 y 5mg/ml respectivamente, para clorhexidina 0.0039 y 0.0078
respectivamente, las comparaciones por pares de los valores del diametro de la
zona de inhibicion revelaron valores comparables entre todos los grupos del extracto
y clorhexidina al 0.20%, excepto para concentraciones de 2.5 y 5 mg/ml del
extracto.”
Aunque en los ultimos anos se ha buscado dar respuesta con evidencia cientifica al
uso de diversas especies de roble como posibles antimicrobianos naturales, no se
ha realizado una vasta investigacidbn en bacterias periodontopatdgenas. Esta
investigacion sera un paso importante debido a que se evaluaron cuatro especies
asociadas a periodontitis, dos patégenas del grupo rojo, una bacteria puente y una
bacteria benéfica, lo cual demostré que si existe un efecto antimicrobiano de la
especie mexicana de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Los resultados de las concentraciones minimas inhibitorias de ambos extractos

hidroalcohdlico y acuoso de roble Quercus crassifolia, indican que el extracto HA

135



mostré mayo efectividad que el extracto AQ en concentraciones de 1000-250mg/ML,
en las concentraciones de 62.5-7.8mg/mL el extracto hidroalcohdlico mantuvo menor
crecimiento bacteriano (UFC).

Los resultados indican que la clorhexidina mostré mayor efectividad antimicrobiana
la media fue de 0.04 UFC, seguido del extracto hidroalcoholico (HA).

El etanol al 30% tuvo una media de 6.19UFC, menos efectivo que el extracto HA.

El control negativo confirmé la esterilidad del ensayo, la media de las UFC fue de
0.02 UFC.

Las diferencias significativas de P < 0.05, la comparacién de el extracto HA contra
AQ en la concentracién de 62.5 mg/mL fue de p 0.0059, la diferencia significativa del
extracto HA contra el extracto acuoso AQ en la concentraciéon de 31.2 mg/mL fue de
p 0.0127, en la concentracion de 15.6 mg/mL, el extracto HA contra AQ fue de

p 0.0045.

No existe un estudio que indique la concentracion minima inhibitoria de Q.c., en las
especies analizada en este estudio, sin embargo, existe un estudio sobre la
composicién quimica, actividad antibacteriana y mecanismo relacionado de Valonia
y cascara de Quercus variabilis Blume (Fragaceae) contra Salmonella paratyphi A'y
Staphylococcus aureus los resultados indicaron que Valonia y Quercus son
bioactivos para las siguientes cepas, para las cepas S. aureus, Valonia 10.89 £ 0. 122
cascara 8.99 * 0. 222 Punica granatum 10.22 + 0.18a cloranfenicol 24.83 +0.61%y
para S. paratyphi A. para valonia 12.37 £ 0. 362 cascara 9.62 + 0. 162 Punica
granatum 10.30 £ 0. 212 y para cloranfenicol 29.96 + 0.012. Los valores de la
concentracion minima inhibitoria de la fraccion de n-butanol y los extractos de valonia

contra S. paratyphi A. y S. aureus fueron 1.25 mg/mly 0.625 mg/m|.8"

8.4 Efecto clinico periodontal del enjuague bucal de roble Quercus crassifolia
Bonpl.

Los resultados en esta investigacién dieron como resultado, una comparacién entre
las medias de las variables clinicas periodontales iniciales y la revaloracién posterior

al tratamiento, las variables analizada fueron profundidad de bolsa (PB), Nivel de
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insercion clinica (NIC), % sangrado al sondeo (SS), numero de bolsas
periodontales, y % de control de placa dentobacteriana; la media de la variable de
numero de bolsa en revaloracion (cantidad de bolsas periodontales) el valor de p de
0.030, favoreci6 al uso del enjugue de roble para el control de bolsas residuales.

Los valores de la media de revaloracion de nivel de insercion, en el grupo de roble
presentd mejoria en los niveles de insercion el valor de p 0.0416, lo que podria
sugerir que hay persistencia de inflamacion en la fase de revaloracién en el grupo
roble, la clorhexidina presenté mejoria en los niveles de nivel de insercion clinica
NIC, mucho mayor al uso del enjuague bucal, en cuanto al control de placa
dentobacteriana, sangrado al sondeo no hubo diferencia estadisticamente
significativa, ambos grupos presentaron mejoria en la revaloracion en combinacion
con el tratamiento periodontal no quirdrgico, en todos las variables clinicas

analizadas.

Un ensayo clinico cruzado en 50 pacientes con gingivitis inducida dividido en dos
grupos, grupo uno (clorhexidina al 0.20% por 14 dias) y grupo 2 (enjuague a base
de hierbas dos veces al dia por 14 dias) Mostré que una mezcla de hierbas (Myrtus
communis, Punica granatum, Quercus brantii, Portulaca olerace y Boswellia serrata)
en enjuague bucal a base de 5 extractos mejord la condicion periodontal en la
gingivitis inducida por placa después de dos semanas, comparable al efecto del
enjuague bucal con clorhexidina al 0.20 % en términos de sangrado al sondeo,
profundidad de bolsa al sondeo, indice gingival e indice de placa.b’

No hubo diferencias significativas entre ambos enjuagues en las evaluaciones
iniciales y seguimiento indice gingival (P 0.809); Sangrado al sondeo (P 0.292);
indice de placa (P 0.595); Profundidad de bolsa mesial (P 0,177); Profundidad de
bolsa distal (P 0.114); Profundidad de bolsa en lingual (P 0.477); Profundidad de
bolsa bucal (P 0.966).5

Un estudio de casos y controles que realiz6é una evaluacion clinica de la eficacia de
los extractos etandlico acuoso al 1% de plantas medicinales (Curcuma longa,
Spilanthes acmella, Quercus infectoria) para el control de placa y gingivitis en 16
pacientes voluntarios, se les realizé aplicacién topica de los extractos en 28 dientes

en las superficies bucales y linguales. Los resultados concluyeron que C. longa tuvo
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mejores resultados en control de placa y gingivitis incluso comparables a los
productos comerciales. La reduccién de placa con C. longa fue de 23,74%, para S.

acmella 25,66%, Q. infectoria 15.75% en molares.!%3

Un estudio clinico en 110 pacientes de edad escolar los cuales se dividieron en dos
grupos de estudio uno control (enjuague de clorhexidina de 0.20%) y en un grupo
experimental que uso enjuague bucal herbal hecho de Anacyclus pyrenthrum,
Puanica granutum, Cappatris spinosa y agallas de Quercus infectoria Olivier, durante
30 dias, la respuesta fue evaluada mediante el indice de CPOD, pH salival, indice
de higiene bucal simplificado indice de placa de Loe y Silness, indice de placa
simplificado de O'Leary, indice gingival Lée-Silness y sangrado al sondaje, al inicio
y 30 dias, el indice de placa y gingival se continu6 evaluando por 60, 90 y 120 dias,
para evaluacion a largo plazo. los resultados indicaron que las medias de todas las
variables analizadas disminuyeron significativamente a los 30 dias después del
inicio del experimento p < 0,001 respecto a la evaluacion del indice gingival y de
placa dentobacteriana a los 120 dias se mantuvieron mas bajos, por lo tanto,
concluyeron que el uso del enjuague herbal es seguro y efectivo en conjunto a una

terapia periodontal. %

8.5 Efecto citotoxico del enjuague bucal del roble Quercus crassifolia

Bonpl.

Los resultados de este estudio indicaron que no existe significancia estadistica
citotoxica con el uso clinico de enjuague de roble Q. crassifolia y de enjuague de

clorhexidina al 0.12% de uso comercial, en pacientes con periodontitis.

La mayoria de las variables no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos y en los diferentes tiempos de medicién.

Hubo diferencias estadisticamente significativas en el conteo de células picnéticas
en el T1 con un valor de (p 0.0025), en el T2 los resultados de la comparacion de

medianas de las células picnoticas y fantasmas no presentaron diferencias
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estadisticamente significativas valor de p igual a 0.06-0.09 entre ambos grupos tanto
de clorhexidina al 0.12% como del enjuague de roble.

El numero de micronucleos y anormalidades nucleares obtenidos en este estudio,
es igual o menor a la frecuencia basal de micronucleos en personas sanas que es
de 0.30-1.70 por 1000 células diferenciadas.®®

Un ensayo clinico que evalud la genotoxicidad en células epiteliales exfoliadas en
pacientes con gingivitis cronica, se llevo a cabo con un grupo control que consistio
en un tratamiento periodontal mecanico, de los cuales fueron de ciento un pacientes
con diagndstico de gingivitis crénica ( grupo control ) y un (grupo experimental) de
255 pacientes con gingivitis que fue tratado con clorhexidina al 0.20% diluida en un
medio acuoso y técnicas de control mecanico de placa, este ultimo grupo fue
dividido en 5 subgrupos, los resultados indicaron que los valores de la media de
células micronucleadas fue de 0,41 £ 0,71 para el grupo control y que para el
enjuague de clorhexidina a base de agua, los valores oscilaron entre 2,57 £ 1,64 y
hasta 14,5 + 2,49 células, concluyendo que el enjuague de clorhexidina al 0.20%
diluida en un medio acuoso, es genotdxica para células epiteliales de la mucosa
yugal en pacientes con gingivitis.'>®

La diferencia entre los resultados de genotoxicidad, entre el estudio anteriormente
mencionado y nuestra investigacién, pudiese deberse a que, en nuestro ensayo, se
us6 un enjuague bucal de clorhexidina de uso comercial al 0.12%, es decir a una
concentracion menor.

Cabe recalcar que la clorhexidina de uso comercial utilizada en nuestra
investigacion tiene como ingredientes principales digluconato de clorhexidina al
0.12% ademas de propilenglicol, glicerina, aceite de ricino hidrogenado,
polietilenglicol 40, xilitol, poloxamero, acesulfamo potasico, mentol, sacarina sodica,
sacarina, neohesperidina dc, acido lactico, y colorantes.

La neohesperidina dc, es un derivado de hesperidina (flavonoide) que se ha
reconocido como antiinflamatorio por su capacidad de supresion de inflamacion en
ratones. también es un antioxidante potente, especialmente evaluado como un
excelente depurador de HOCI."%® Ademas de favorecer el potencial osteogénico de

las células pre-osteoblasticas. %’

139



Esto podria ser la respuesta por la cual el grupo control (enjuague de clorhexidina
al 0.12%) fue similar a la respuesta negativa a citotoxicidad con respecto al uso de
enjuague bucal hidroalcohdlico de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Un estudio de micronucleos en ratones macho realizado para determinar la
citotoxicidad de un desinfectante (Clean Natural) que tiene como componente
principal propenos y vinagre de madera de Quercus mongdlica, la posible
mutagenicidad de este producto se estudio mediante la presencia de micronucleos
en ratones macho, la dosis maxima tolerada se determin6é en >2,0 g/kg de peso
corporal, las dosis para el ensayo se dividié en el grupo de 2.0g/kg como dosis alta,
grupo de 1.0g/ kg como dosis media y grupo de 0.5 g/kg como dosis baja, el grupo
control negativo fue de solucion salina 20 mL/Kg, el grupo control positivo con
mitomicina C 2 mg/K, se analiz6 el portaobjetos de la muestra a las 24 horas
después de su administracion, los resultados indicaron que no se observd una
induccion significativa de micronucleos, en ninguno de los grupo de Clean Natural,
no se determino citotoxicidad por inhibicion de hematopoyesis, lo cual indicé que el
desinfectante Clean natural, no induce micronucleos en células vivas de raton, dicho
producto no presenta citotoxicidad. %8

En comparacion con nuestro estudio las tomas T1 a la T2 con el uso de enjuague
bucal hidroalcohdlico de Quercus crassifolia (topico) y T3 sin uso de enjuague, no
presentaron aumento significativo en la presencia de micronucleos en células
epiteliales de seres humanos con periodontitis, o cual indica que no es citotoxico
en seres humanos, sin olvidar que la dosis del extracto hidroalcohdlico de Q. c. no
supera la dosis subaguda por ingesta de 11 mg/Kg/peso por dia, y que el uso es
estrictamente tépico, el nivel subagudo de efecto adverso de Q. c. mas bajo para
dario renal fue de 33 mg/kg de peso por dia en ratones.'®°

Resulta prometedor que el desinfectante a base de Quercus mongdlica no haya
presentado incremento en células micronucleadas, incluso con ingesta, en ratones
de con una dosis de 2.0 g/Kg 1.0 g/Kg, 0.5 g/Kg."%®

Un estudio toxicolégico puso en evidencia que el extracto purificado de Quercus

crassifolia no clasificaba en las caracteristicas de toxicidad en artemia franciscana
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a las 12, 24 y 48 horas, por lo cual concluyeron que esta especie de roble no
presentaba ninguin riesgo para el medio ambiente. %9

El estudio anteriormente mencionado, promete que los resultados no citotdxicos de
Q. crassifolia en artemia son un paso confirmatorio de que lo mismo debiera suceder
en los seres humanos, con base los articulos anteriormente mencionados en
comparacion a los resultados de nuestra investigacion, se sugiere que el uso de Q.
crassifolia Bonpl. es seguro para el ser humano, aunque se sugiere realizar mas

estudios y obtener una poblacion humana mas grande para incluirla en el estudio.
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IX CONCLUSIONES

9.1 Conclusion de la actividad antioxidante de extractos hidroalcohdlico y
acuoso de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Los extractos de Quercus crassifolia Bonpl. acuoso e hidroalcohdlico, presentaron
una actividad antioxidante significativa y prometedora, dependiente de la
concentracion, incluso el extracto hidroalcoholico fue superior a la vitamina E grado

reactivo.

Estos resultados respaldan el uso tradicional de los extractos de roble y abren la

posibilidad del aprovechamiento y obtencion de antioxidantes naturales.

El extracto hidroalcohdlico de roble de Quercus crassifolia Bonpl. fue el mas
prometedor como antioxidante natural, sin embargo, incluso el extracto acuoso de
roble presenté actividad antioxidante sumamente significativa; la vitamina E grado
reactivo fue menos efectiva en comparacion a ambos extractos de roble. No
obstante, estos se probaron en altas concentraciones en comparacion a la vitamina
E. Por lo tanto, se sugieren mas estudios para identificar los compuestos bioactivos
responsables del efecto antioxidante y evaluar la eficacia, asi como también

determinar su actividad en un ensayo clinico in vivo.

Estos hallazgos sugieren que Q. crassifolia Bonpl. podria ser una fuente excelente
de compuestos bioactivos con aplicaciones en el desarrollo de terapias nuevas o
complementarias, respaldando su uso tradicional y abriendo nuevas puertas de

investigacion para su aprovechamiento farmacéutico y también nutracéutico.

9.2 Conclusion del efecto antibacteriano del enjuague bucal de clorhexidina
contra enjuague bucal de roble Quercus crassifolia Bonpl.

Los extractos, hidroalcohdlico (HA) y acuoso (AQ) de Quercus crassifolia Bonpl.
presentaron una considerable actividad antibacteriana frente a 2 patogenos
periodontales P. g. y A. a. serotipo b, en una bacteria benéfica A.i. y en una bacteria
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puente F. nuc. nuc. aunque ambos presentaron menor eficacia que la clorhexidina
(CHX) al 0.20%.

El extracto HA demostré una mayor efectividad que el extracto AQ, determinando
que los diametros de los halos de inhibicidén fueron significativamente mas grandes
en A. actinomycetemcomitansy F. nuc. nuc. asi como también por una menor
concentracion para la inhibicion de crecimiento de las cuatro cepas (CMI) y

reduccion en las unidades formadoras de colonias (UFC).

Estos resultados respaldan el potencial antimicrobiano del extracto HA e incluso del
extracto AQ de roble, como agentes coadyuvantes en el tratamiento de infecciones
periodontales, lo cual es prometedor para la ejecucion de futuros estudios que
evaluen la actividad en la inhibicion de biopelicula y mas bacterias

periodontopatdgenas.

Se sugiere realizar mas estudios para identificar la CMI en mas cepas

periodontopatdgenas, y en la inhibicion de biopeliculas orales.

9.3 Conclusion del efecto citotoxico del enjuague bucal de clorhexidina contra

enjuague bucal de roble Quercus crassifolia Bonpl.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento
periodontal no quirdrgico con uso de enjuague bucal de roble, con extracto
hidroalcohdlico de Quercus crassifolia Bonpl. y el enjuague de clorhexidina al
0.12%. en cuanto a la apoptosis y la presencia de células con anormalidades

nucleares. Se puede concluir que ambos enjuagues no son genotoxicos.

9.4 Conclusiones del efecto del enjuague bucal en los parametros clinicos

periodontales

El enjuague bucal de roble demostré un efecto superior en la reduccién de bolsas

periodontales residuales, mayor efectividad de la disminucion de la profundidad de
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bolsa, posterior al tratamiento mecanico periodontal no quirurgico (raspado y alisado
radicular) y el uso del enjuague.

El grupo que uso enjuague de clorhexidina mostré menor inflamacion residual
debido a la mejoria del NIC superior al grupo que uso enjuague de roble, sin
embargo, las bolsas residuales tuvieron mayor presencia que en el grupo que usoé
en enjuague de clorhexidina.

Ambos tratamientos redujeron significativamente las bolsas periodontales, el % de
placa dentobacteriana, % de sangrado al sondeo, profundidad de bolsa periodontal
y el numero de bolsas, sin embargo, el uso del enjuague de roble presenté mejores
resultados en el la disminuciéon de profundidad de bolsa y numero de bolsas
periodontales posterior al tratamiento periodontal.

Ambos enjuagues fueron igual de efectivos para el control de placa dentobacteriana.
Por tanto, el enjuague bucal con extracto hidroalcohdlico de roble Quercus
crassifolia Bonpl. podria ser una alternativa comparable con los efectos clinicos del
uso del enjuague de clorhexidina, sin embargo, se necesitan de mas estudios y una
muestra poblacién humana mayor para debido a que la muestra que se estudio fue

pequena.

9.5 Conclusiones de los resultados fitoquimicos de los extractos de roble de

Quercus crassifolia Bonpl.

En esta investigacion se concluyé que ambos extractos HA y AQ son positivos a
saponinas, polifenoles, glucésidos, fitoesteroles, aunque fueron negativos a
alcaloides. Con lo anterior se puede concluir que la composicién quimica de ambos
extractos es la responsable del efecto antimicrobiano y antioxidante. Sin embargo,
se sugieren estudios mas especificos para identificar los compuestos quimicos que

conforman a los extractos estudiados en este ensayo.

Los extractos hidroalcohdlicos (HA) y acuoso (AQ) de Q. crassifolia Bonpl.
especialmente él extracto HA, han demostrado propiedades antimicrobianas y

antioxidantes importantes, lo cual puede justificar el uso tradicional para mitigar los
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signos y sintomas ocasionados por las enfermedades periodontales, cabe recalcar
el potencial coadyuvante en terapia periodontal. Aunque los dos extractos fueron
menos efectivos que la CHX al 0.20% y al 0.12% (estandar de oro), su perfil de
seguridad en células de mucosa bucal y su bioactividad justifican su uso clinico y la

realizacion de estudios para su optimizacion.

El ensayo clinico periodontal no confirmd que el enjuague de roble fuese inferior a
la CHX en el manejo de la inflamacion gingival, destacando su viabilidad como
tratamiento natural adyuvante y seguro, para la terapia periodontal no quirurgica,
aunque se recomiendan mas estudios, que fortalezcan los efectos y beneficios de
los extractos y el enjuague bucal con extracto hidroalcohdlico de Quercus crassifolia

Bonpl.

Se logré estandarizar el proceso para la extraccion y preparacion del enjuague
bucal, ademas de que se consiguidé que tuviera la estabilidad necesaria para su uso
clinico en el tratamiento periodontal no quirdrgico en humanos.

El extracto (HA) resulté ser mas potente para el efecto antimicrobiano de las cepas
probadas, particularmente con A.a. serotipo b que es una bacteria
periodontopatdégena conocida, ademas también resultd eficaz en F. nuc. nuc. que
es una Dbacteria puente que permite la congregacion de bacterias
periodontopatdégenas del (grupo rojo) a las cuales se les atribuye el desarrollo de la
periodontitis.

No se tienen diferencias significativas entre el tratamiento de clorhexidina comercial
y el enjuague de roble en los parametros de modelo citoma y anormalidades
nucleares, lo que indica que es seguro para el uso del tratamiento de la enfermedad

periodontal.
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XI RECOMENDACIONES

La enfermedad periodontal es una enfermedad multifactorial, que tiene un origen
bacteriano especificamente producida por una disbiosis del microbiota bucal, lo cual
genera una infeccidn y una inflamacion cronica que ocasiona la destruccion de
tejidos de soporte de los dientes, con base a lo anterior la investigacion debiese
tener complementariedad a futuro con la evaluacién de los efectos del enjuague
sobre la biopelicula oral y en la expresion genética bacteriana y su comportamiento.
Es importante identificar los compuestos quimicos de cada uno de los extractos y
determinar su estructura molecular, por resonancia magnética nuclear.

Se sugiere complementar la investigacion in vitro con cultivos celulares de
fibroblastos y queratinocitos para evaluar los efectos sobre la cicatrizacion y
respuesta inflamatoria.

Analizar el efecto e impacto sobre la microbiota oral y homeostasis bacteriana.
Evaluar seguridad y farmacologia: realizar estudios toxicolégicos agudos y sub
cronicos.

Estudiar la farmacocinética de los compuestos del extracto en el que se basé el
enjuague bucal.

Formular combinaciones con otros extractos herbales que pudiesen potenciar la
eficacia de los resultados preliminares.

Desarrollar geles, pasta dental con nanoparticulas, evaluar estabilidad y su vida util,
asi como calidad.

Respecto al estudio experimental in vivo se sugiere realizar la investigacion con
seguimiento a largo plazo para establecer los efectos del enjuague bucal con

extractos de Quercus crassifolia Bonpl. a largo plazo.

10.1 Alcances y limitaciones

El estudio aporta evidencia prometedora sobre los extractos y enjuague de Q.
crassifolia Bonpl. como agentes antioxidantes, antibacterianos, seguros en la

terapia periodontal no quirurgica, pero requiere investigaciones mas amplias para:
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Validar resultados en poblaciones mas grandes.

Identificar y estandarizar los compuestos activos responsables de los efectos
antimicrobianos y antioxidantes.

Evaluar efectos en biopeliculas y a mas largo plazo.

Optimizar formulaciones para competir con la CHX.

investigacion in vitro con cultivos celulares de fibroblastos y queratinocitos para

evaluar los efectos sobre la cicatrizacion y respuesta inflamatoria.
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XIl. ANEXOS
12.1 Consentimiento informado para investigacion de uso de enjuague de
roble en pacientes con periodontitis Estadio |, II, lll y IV.

A través del presente ocurso, declaro y manifiesto, en pleno uso de mis facultades
mentales, la autorizacion a la investigadora la C.D. ESP. IRIANA YUNUEN
ANGELES ESPINOSA, para realizar una investigacion sobre el uso de enjuague
bucal con extracto de Roble Quercus spp. con la finalidad de determinar el efecto
antiinflamatorio (reduccién de inflamacién, citotéxico (dafio de ADN celular
en la mucosa de las mejillas) y antiséptico (antibacterial), para el tratamiento
coadyuvante para periodontitis estadio I, II, I, IV.
Dicha investigacion se lleva a cabo bajo los criterios para la ejecucion de
proyectos de investigacion del cédigo de Nuremberg, de la declaracién de
Helsinki 1964, y con base al articulo 13, 14, 17 y 21 del reglamento de la ley
general de salud en materia de investigacion para la salud, y la NORMA
Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos, dicha
investigacion se clasifica con un RIESGO MAYOR AL MiNIMO.
El objetivo de dicha investigacion es evaluar el efecto antimicrobiano,
desinflamacion gingival, y la citotoxicidad del enjuague de roble (enjuague
herbal) y comparar los efectos con el enjuague de clorhexidina (enjuague
quimico comercial), esta investigacion busca obtener un enjuague econémico,
seguro, asi como ofrecer otra alternativa adyuvante natural y de bajo costo para
el tratamiento periodontal no quirdrgico, ademas de obtener informacién de los
efectos del enjuague herbal del Roble y del uso tradicional en las comunidades
rurales del estado de Hidalgo.
El enjugue a base de extracto hidroalcohdlico de Roble Quercus spp. tiene
como proposito principal fungir como un adyuvante (complemento, auxiliar) para el
tratamiento periodontal, debido a que la composicion principal del mismo son
polifenoles y terpenos, estos ingredientes activos han demostrado tener efectos
antimicrobianos y antiinflamatorios.
El enjugue bucal ya sea a base de roble o clorhexidina se asignara por medio de
un sorteo, el paciente no sabra que enjuague se le esta otorgando ya que solo se
les asignaran letras A y B sin anunciar su nombre, se proporcionara para su uso
durante 15 dias previo al procedimiento de limpieza periodontal (tratamiento
periodontal no quirdrgico) dos veces al dia media hora después del cepillado
durante un minuto, el mismo no generara costo alguno para el paciente.

Los beneficios para el paciente son:

1. Se entregara un kit de higiene bucal con cepillo dental, hilo dental (flossers),
Cepillos interdentales sin costo, se instruira fisioterapia dental (no le generara
costo alguno).

2. Se proporcionara diagnostico, plan de tratamiento y pronostico periodontal,
ademas de realizar su tratamiento periodontal no quirargico (eliminacion de
calculo supragingival, raspado y alisado radicular, revaloracion y alta).

Las ventajas del uso del enjuague bucal de Roble son: efecto antinflamatorio,
diminucién de sangrado, disminucion de enrojecimiento de encias, potencial
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antioxidante, disminucion de ulceracion de la encia, sensacién de frescura,
astringente, efecto antimicrobiano, reduccion de la acumulacién de placa
dentobacteriana.

Las desventajas del uso del enjuague bucal de Roble, son principalmente la lentitud
de los efectos desinflamatorios y antisépticos, sabor amargo o desagradable vy
sus efectos secundarios como: Alergias o hipersensibilidad a sus ingredientes
activos, ardor, irritacion de la mucosa y encias, pigmentacion temporal en los
dientes, sensacion astringente en mucosas y encias.

En el caso de que se haya asignado por medio de sorteo el enjuague de
clorhexidina de marca® debe saber que existen efectos secundarios por el uso de
dicho enjuague: comezoén o ronchas, hinchazon del rostro o las manos, hinchazon
u hormigueo en la boca o garganta, opresion en el pecho, dificultad para respirar,
alergia. Sarpullido, enrojecimiento, quemazdén, comezon o hinchazén o que
empeoran en la zona donde se aplico el enjuague, pigmentacion marrén en lengua
y dientes transitoria, formacién de sarro, disminucion de la sensacion del sentido
gusto.

Se me ha explicado que en el momento en el que yo decida no ser participe
de la investigacion, dicho documento no me obliga a continuar con la misma
y puedo retirar mi consentimiento si asi lo decido y finalizar la investigacion.
Se me ha informado que obtendran informacion periodontal como lo es:
Informacién sociodemografica, de salud sistémica y habitos, asi como informacion
clinica como la profundidad de bolsa, nivel de insercion, radiografias
dentoalveolares, sangrado al sondeo, tejido queratinizado, encia insertada,
ademas de 8 muestras de las células de su mucosa yugal (del cachete) frotis,
las cuales se analizaran a nivel microscoépico para evaluar la funcidén del enjuague
a nivel celular y su actividad sobre el ADN, se realizaran encuestas para evaluar la
percepcion del uso de enjuague.

Se me ha explicado que los resultados obtenidos de dicha investigacién seran
entregados 15 dias habiles después del uso del enjuague bucal, esto bajo los
criterios del articulo 113 de la Ley Federal de Transparencia y acceso a la
Informacién Publica en México. Ademas, de que los datos personales
proporcionados para dicha investigacion seran procesados bajo lo que indica la ley
General de Protecciéon de Datos Personales en México.

Se me ha informado que los investigadores se comprometen a salvaguardar la
integridad de mi salud y que, en el caso de presentar alguna reaccion adversa,
tendré atencion odontoldgica oportuna en las clinicas de odontologia de la UAEH,
ademas de seguimiento y tratamiento para control de estas en caso de que se
presentaran, lo cual no le generara ningun costo. Deberé informar de manera
inmediata si tengo alguna molestia o malestar asociado al enjuague bucal
proporcionado y suspenderlo, en el caso de que los resultados indiquen
algun dano celular se detendra dicha investigacién para salvaguardar su
salud. Se me ha informado que se cuenta con un protocolo para la atencion de
efectos adversos y su atencion.

Ademas de que los datos personales proporcionados para dicha investigacion
seran procesados bajo lo que indica la ley General de Proteccion de Datos
Personales en México.
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La recoleccion de la corteza de roble para la elaboracién del enjuague bucal herbal,
se realizé de manera respetuosa, y se realizara en el transcurso de la investigacion
la reforestacion de 100 arboles de roble, para evitar la depredaciéon de la especie
del Arbol.

Bajo protesta de decir verdad manifesté que lo escrito en dicho documento se me
ha explicado y se han aclarado mis dudas, por lo cual consiento y autorizo mi
participacion en la investigacion.

Firma de la investigadora Testigo 1

_Nombre y firma del paciente Fecha

Se anexa copia de identificacion oficial
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12.1.2. Aprobacion del comité de ética del Instituto de Ciencias de la Salud de

la Universidad Autonoma del Estado de hidalgo.

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
Instituto de Ciencias de la Salud

Coordmacsér{ de Investigacion

Ao of Research
San Agustin Tlaxiacy, Hidalgo a 2 de julio de 2024
Oficio Comateericsa 1CSa w235 / 2024
Asunto: DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION.
Zamarripa Calderdn Juan Eliezer

Investigador de la UAEH

Correo: eliezers@uach. edu.mx

Alumna/Investigador externo: Angeles Espinosa Iriana Yunuen
Correo: iriana.yunuen. angeles@email com

PRESENTE

Titule del Proyecto: Efectos del enjuague bucal con extracto de roble (Querqus spp.) en
pacientes con periodontitis estadio 11 y IIL

Le informamos que su provecto ha sido evaluado por el Comité de Frica e Investigacion del Instituto de
Ciencias de 1a Salud y el dictamen emitido respecto 3 su proyecto de investigacion cs:

(e Decision
I «Aprobadon

Este protocolo tiene vigencia del 2 de julio de 2024 al 2 de julio de 2025

En caso de requerir una ampliacién del plazo, le FORamMos tenga en cuenta gque deberd
caviar al Comité la solicitnd del motive Junto con un reporte ded progreso de avance de su proyccto, al
menos 90 dias antes de Iz fechs de wérmino de sy vigencia,

Le solicitamos atender las indicaciones realizadas por el revisor i es el caso-, v enviar la version
comregida de su protocolo para ung nueva cvaluacion, @ mas tardar 15 dias naturales posteriores a la
recepeidn de este documento. ——

UAEH

COMITE BE ETicA E g
5 Palncms NVESTIGACION ;
" _
/ Para la validacién de este d iniforme el siguiente codigo en la seccidn

Validador de Documentos del sitio web oficial del Comité: «F&-uAtDIm 1
bitps-/Vsites googlie com yiewgomiteci-icey vahidador«i¢-documentos

Circuito ex-Hacienda La Concopcidn s/n
Carretera Pachuca Actopan, San Agustin
s - Tlaxiaca, Hidaigo, Méxco. C.P. 42160

womo Teves
Em- m THE - 5 '1-) o Teléfono: 52 (771) 71 720 00 Ext, 4306

investigacion_icsa@uaeh edu mx
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12.2 Constancia de calibracion de clinicos para estudios clinicos periodontales.

/1 Qm POSORY r%@'

I\ERSERIO UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
e FACULTAD DE ODONTOLOGIA
s Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién y

SECRETARIA DE EXTENSION Y VINCULACION

Otorga la presente

Constw

| IRIANA YUNUEN ANGELES ESPINOSA

“Curso de Calibracion de Clinicos para estudios de investigaciéon en Periodoncia”
Realizado en modalidad hibrida del 05 al 07 de marzo de 2024.
Que impartié el Laboratorio de Genética Molecular con certificacion ISO 9001:2015,
del Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.
Con un valor curricular de 8 Horas, Folio:

Atentamente
“POR mlI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

£ - 2 \
\ CSINRK =2
Dr. Funcisco Javier Mnrichl Dr. Alejandro Ak M Esp. Ricardo Michigan Ito Medina
Di F d de O gia, Jefe de la Divisién de Estudios de Secretario de Extension y
UNAM Posgrado Vinculacién
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12.2.3 Periodontograma para vaciado de informacién periodontal.
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