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Resumen

La inflamacion es la reaccion local del tejido conjuntivo vas-
cularizado a la agresion. El tratamiento tradicional para este
tipo de reacciones incluye la administracion sistémica o topi-
ca de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
como la bencidamina. Los resultados de estudios preclinicos
sugieren que la planta Pisidium guineense Sw, cominmente
conocida como guayabo agrio es Util para tratar diversas pa-
tologias, como las afecciones inflamatorias. Sin embargo, no
se hallaron investigaciones sobre el efecto antiinflamatorio de
esta especie vegetal en la mucosa bucal, por lo que se planted
determinar el efecto antiinflamatorio de Psidium guineense Sw
como alternativa al tratamiento de la inflamacion en cavidad
bucal de ratas BIOU: Wistar. Se realizé un estudio experimental
en el que se utilizaron 112 ratas machos distribuidas en ocho
grupos, a las cuales se les indujo la inflamacién mediante el
test orofacial de la formalina inyectando solucidn de formalina
al 5% en la Almohadilla Interna del Labio Inferior (AILIl) de las
ratas y se les aplicd por via tépica gel de P. guineense Sw,
gel placebo o ungliento de bencidamina, antes o después de
inducir la inflamacion. Se determind el volumen de la AlLl y se
realizd el estudio histopatolégico de muestras de este tejido. El
andlisis estadistico de los resultados demostrd que la formalina
induce una respuesta inflamatoria en la AlLIl, en comparacién
con la inyeccidn de agua destilada (t de student, p<0,05). La
administracion del gel de Psidium guineense Sw, de manera
preventiva y curativa produjo efecto antiinflamatorio, dismi-
nuyendo el volumen de la AILI (ANOVA, p<0,05), y la cantidad
de infiltrado inflamatorio; la bencidamina solo ejercié efecto
antiinflamatorio curativo. Se concluye que el gel de Psidium
guineense SW posee un potencial terapéutico como alternativa
para prevenir y tratar la inflamacion.

PALABRAS CLAVE: Psidium guineense Sw;, inflamacidn, antiinfla-
matorios, bencidamina, ratas BIOU: Wistar, test de formalina.
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Abstract

Inflammation is a local reaction of vascularized connective tissue
due to aggression. The traditional treatment for this type of reac-
tions includes systemic or topical administration of non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such as benzydamine. Precli-
nical studies suggest that the plant Pisidium guineense Sw, com-
monly known as sour guava is useful to treat various pathologies,
such as inflammatory conditions. However, no research was found
on the anti-inflammatory effect of this plant on the buccal mucosa.
Therefore, it was proposed to determine the anti-inflammatory
effect of Psidium guineense Sw as an alternative to the treatment
of inflammation in the buccal cavity of BIOU: Wistar rats. An
experimental study was conducted in 112 male rats distributed
in eight groups, in which inflammation was induced by the in-
jection of orofacial 5% formalin test in the Lower Internal Lip
Pad (AILI) of the rat. Topical gel of P. guineense Sw, placebo
gel or benzydamine ointment was applied topically before or
after inducing inflammation. The volume of the AlLI was deter-
mined and the histopathological study of samples of this tissue
was carried out. The statistical analysis of the results showed
that formalin induces an inflammatory response in the AlLI, in
comparison with the injection of distilled water (student’s t, p
<0.05). The administration of the gel of Psidium guineense Sw,
preventively and curatively produced anti-inflammatory effect,
decreasing the volume of the AILI (ANOVA, p <0.05), and the
amount of inflammatory infiltrate. Benzidamine alone exerted
an anti-inflammatory healing effect. It is conclude that the gel
of Psidium guineense SW has a therapeutic potential as an
alternative to prevent and treat inflammation.

KEY WORDS: Psidium guineense Sw, inflammation, anti-inflam-
matories, benzydamine, rats BIOU: Wistar, formalin test.
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ainflamacidon es una respuesta protectora del organismo ante un estimulo

fisico, quimico, biolégico o infeccioso. El proceso inflamatorio involucra
la activacion del sistema inmune y la subsecuente liberacién de mediadores
endogenos que desencadenan la aparicién de un estado reactivo de hipere-
mia y exudacion de los vasos sanguineos, caracterizado por enrojecimiento,
calor, edema y dolor’.

En la cavidad bucal, la inflamacion es una reaccién frecuente ante la ac-
cion de irritantes locales, procesos infecciosos, enfermedades sistémicas,
farmacoterapia y como consecuencia de agresiones a los tejidos bucofacia-
les, durante diversos procedimientos odontolégicos?.

El tratamiento tradicional para esta condicion es el uso sistémico o local
de farmacos antiinflamatorios esteroideos (glucocorticoides) y antiinflama-
torios no esteroideos (AINES), como la bencidamina. Sin embargo, ademas
de los farmacos convencionales se cuenta con alternativas como la fitotera-
pia, la cual ofrece al profesional y al paciente una nueva opcion para el con-
trol y tratamiento de diversas afecciones del organismo3. El uso de plantas
medicinales con el fin de prevenir y tratar diversas patologias, incluyendo la
inflamacion bucal, ha aumentado considerablemente'®. Actualmente existe
interés en la produccion de férmulas terapéuticas de origen natural por su
efectividad, biocompatibilidad, poca toxicidad y bajo costo®.

La especie vegetal Psidium guineense Sw, conocida con el nombre comun
de guayabo agrio, pertenece a la familia Myrtaceae. Diversos estudios han de-
mostrado que la decoccion, preparacion de infusiones y jaleas con sus hojas
son usadas por la poblacién para el tratamiento de diferentes enfermedades®.
En estudios in vitro, se ha evidenciado su potencial contra varios microorga-
nismos que afectan la cavidad bucal, entre estos S. mutans, agente causal de
caries dental’. Igualmente, se le atribuyen propiedades antiinflamatorias y
analgésicas, ambas observadas en estudios in vivo realizados en animales de
laboratorio. En este sentido, inicialmente Santos, et al.8. reportaron que el
aceite esencial de las hojas frescas de Psidium guineense Sw inhibi6 en forma
dosis dependiente el edema en la pata de ratas Wistar, mostrando una acti-
vidad antiinflamatoria similar a la de la indometacina. Posteriormente, do
Nascimento, et al. reportaron la actividad antiinflamatoria del aceite esencial
y del extracto de las hojas de Psidium guineense Sw en el modelo de inyeccion
de carragenina en la pata de ratones?°.

En animales de experimentacion, la inflamacién es inducida en la region
buco-maxilofacial mediante la inyeccion de irritantes quimicos. Especifica-
mente en ratas de laboratorio, sustancias como el aceite de mostaza, carra-
genina y el adyuvante completo de Freund han sido utilizadas para producir
inflamacion en la articulaciéon temporo mandibular™2. Con propdsito similar
se ha aplicado la capsaicina en la pulpa dental de ratas's.
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Asimismo, la inyeccién de solucién de formalina en la mucosa labial de
ratas y ratones constituye un modelo ampliamente utilizado para estudiar los
mecanismos fisiopatolégicos del dolor orofacial inflamatorio y el efecto de
terapias analgésicas y antiinflamatorias'*'s. Se ha demostrado que la inyec-
cion de formalina en el labio de animales de experimentacion desencadena
una reaccion inflamatoria, debida a la liberacién de mediadores proinflama-
torios como prostaglandinas, bradiquinina, oxido nitrico, aminas simpatico-
miméticas y citoquinas, asi como a la extravasaciéon de plasma'si”e,

Aun cuando se ha investigado el efecto antiinflamatorio de Psidium gui-
neense Sw en modelos preclinicos de inflamacién plantar, la actividad tera-
péutica de esta especie vegetal ante la inflamacion bucal no ha sido estudiada
en humanos, ni en animales de experimentacion. Considerando que la inves-
tigacién médica en sujetos humanos debe estar basada en pruebas in vitro
adecuadamente realizadas y en experimentos con animales, el objetivo de
este trabajo fue investigar el efecto antiinflamatorio de Psidium guineense Sw
en la inflamacién bucal inducida experimentalmente, mediante la inyeccion
de solucion de formalina en ratas BIOU: Wistar.

Procedencia

Se recolectaron las hojas de Psidium guineense Sw en el Municipio Jauregui,
Cuidad de La Grita, estado Tachira, Venezuela. Se trasladaron al Herbario
MEREF de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los An-
des, donde fue certificada la identificacién taxonémica de la especie.

Identificacion fitoquimica

Las hojas de P. guineense Sw fueron separadas de la planta y colocadas en estu-
fa para secarlas a 40 °C, luego se procedié a moler hasta obtener un polvo fino
del cual se pesaron 50 g para realizar la extraccion en un sistema de reflujo
con una mezcla de etanol:agua (60:40) a 40 °C. La solucién obtenida se filtré y
concentrd en un rotavapor a presion reducida a una temperatura no mayor a
45 °C para realizar las pruebas de identificacion.

Para la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroetanélico de las hojas de P. guineense Sw se efectuaron
pruebas quimicas cualitativas de coloracion y precipitaciéon como: reaccion
con el reactivo de Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides), reaccién de Shi-
noda (flavonoides), reaccion con hidréxido de amonio (cumarinas), reaccion
de Borntraguer (Antraquinonas), tricloruro férrico (fenoles y taninos), re-
accion de Liebermann-Buchard (triterpenoides y esteroides) y prueba de la
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espuma (saponinas), siguiendo la metodologia descrita por Marcano y Hase-
gawa'®.

Preparacion del gel

Las hojas de Psidium guineense Sw fueron secadas a 45 °C durante 8 dias y tri-
turadas manualmente para macerar 50 g en 800 mL del disolvente (alcohol
absoluto 99,5%, reducido hasta 60° Gay Lussac, con agua destilada). La mez-
cla se dejo en reposo protegida de la luz y aire durante 7 dias. Posteriormente
se filtré el extracto fluido utilizando filtros Millipore® y se evaporé el solvente
en una estufa abierta a baja temperatura, para evitar la ebullicién y obtener
el volumen igual al peso inicial en gramos.

Se preparo un gel de carboximetilcelulosa al 5% con glicerina al 10%, me-
tilparabeno (Nipagin®) al 0,18%, propilparabeno (Nipasol®) al 0,02% y agua
destilada hasta completar 100 mL. La mitad del gel (50 mL) se mezclé con el
extracto de Psidium guineense Sw a una concentracion del 50%. El gel placebo
se prepard a igual concentracion de gel de carboximetilcelulosa y agua desti-
lada, agregando colorantes comestibles para obtener una coloracion similar
al gel de Psidium guineense Sw. Ambos geles fueron almacenados y refrigera-
dos en envases de color ambar, previamente esterilizados y rotulados.

Se utilizaron 112 ratas machos de la linea BIOU: Wistar, con un peso promedio
de 283 g, suministradas por el Bioterio de la Universidad de Los Andes, Méri-
da-Venezuela. Ocho dias antes del inicio del experimento fueron trasladadas
al Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Los Andes, donde se alojaron y alimentaron con perra-
rina y agua a libre demanda, segiin las normas éticas establecidas para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio en el Cédigo de Etica para la
Vida, Republica Bolivariana de Venezuela?°. Durante este periodo los anima-
les se adaptaron a las condiciones del laboratorio (luz, humedad, ventilacion,
ruidos y temperatura). El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del
Bioterio de la Universidad de Los Andes CEBIOULA/102-2017.

Procedimiento experimental

Los 112 animales fueron distribuidos aleatoriamente en 8 grupos (A1, A2, B1,
B2, C1, C2, D1, D2) cada grupo conformado por 14 ejemplares. Cada rata fue
pesada e identificada en la cola con un aro de color, dependiendo del grupo
al que pertenecia.

Induccion de la inflamacion

Los animales se anestesiaron con ketamina 75 mg/kg combinada con xilacina
10 mg/kg, por via intraperitoneal, seguidamente se prepard una solucion de
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formalina al 5% en agua destilada, a partir de una solucién madre de formal-
dehido al 37% (Laboratory Chemicals-Cer Diagnostic, Caracas, Venezuela).
Se inyect6 un volumen de 0.1 mL con una jeringa de insulina con capacidad
de 0,3 mL y aguja ultrafina de 31G * 8 mm de longitud. Con el fin de estandari-
zar la profundidad de la inyeccidn en el tejido (2 mm), se insertd en la guja un
tope de goma previamente calibrado. La solucion de formalina se administrd
en el lado izquierdo del maxilar inferior, en la Almohadilla Interna del Labio
Inferior (AILI) de la rata, de acuerdo a los grupos de estudio de la siguiente
manera: en los grupos A1 (gel Psidium guineense Sw), B1 (gel placebo) y C1
(bencidamina, control positivo) la inflamacién se indujo 30 minutos después
de aplicar los tratamientos. En los grupos A2 (gel Psidium guineense Sw), B2
(gel placebo) y C2 (bencidamina) la inflamacién se indujo 30 minutos antes
de aplicar los tratamientos. Por otra parte, se incluyeron los grupos D1 (for-
malina) y D2 (agua destilada) para validar el modelo de inflamacién bucal.

Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos, gel de Psidium guineense Sw, gel placebo y bencidamina se
administraron con un micro aplicador desechable sobre la superficie de la
AILI, cada 12 horas hasta completar las 72 horas del experimento.

Fase clinica

La evaluacion clinica comprendié cinco periodos, partiendo de un tiempo
cero donde se observaron las condiciones bucales normales de los animales
previamente anestesiados, y una vez que se indujo la inflamacion, a las 3, 24,
48 y 72 horas, completando asi los tres dias de observacion.

Se midi6 el volumen de la AILI con sondas periodontales de la OMS marca
Hu Friedy, colocando topes de goma de uso endoddntico, con el fin de fijar la
medida tomada y luego cotejarla con un calibrador de metal graduado en mili-
metros. Tomando como referencia la forma similar a un elipsoide que posee la
AILI (FIGURA 1) se tomaron tres medidas (FIGURA 2): largo (entre el borde anterior
y posterior de la AILI), ancho (desde el borde derecho al izquierdo de la AILI,
teniendo como referencia los incisivos centrales inferiores) y espesor (a nivel
de los incisivos centrales inferiores, colocando la sonda en el fondo del surco
vestibular sin presidn para definir la medida con el tope de goma). Se calculé el
volumen en milimetros cibicos mediante la férmula?: v = ;fr.rL.rA.rE

Fase histolégica

El estudio histolégico se realiz6 en cuatro periodos, a las 3, 24, 48 y 72 horas.
En cada periodo de observacién fueron sacrificados dos animales por grupo
experimental, administrando una sobredosis de enflurano. Se tom¢ la mues-
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FIGURA 1. Forma de la AILL.

FIGURA 2. Toma de medidas
de la AILI.
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tra de la AILI mediante biopsia excisional, abarcando el tejido inflamado en
su totalidad (marcado con tinta negra indeleble) y tejido sano circundante.
Las muestras fueron sumergidas en formol al 10% en envases rotulados, luego
fueron embebidas y bloqueadas en parafina para ser cortadas en el microto-
mo con un espesor promedio de 3 micras y coloreadas con Hematoxilina-Eo-
sina (HE). El grupo al que pertenecia cada muestra estuvo enmascarado para
el especialista en Anatomia Patoldgica. Se describi6 cualitativamente la can-
tidad de vasos sanguineos (escasos, moderados o severos), la densidad y tipo
de infiltrado inflamatorio presente en cada muestra (ausencia de infiltrado,
mononuclear, polimorfonuclear o mixto) y la densidad de tejido conectivo
(normal, laxo o denso).

Analisis estadistico
Se verific6 la homogeneidad inicial del volumen de la AILI mediante la prue-
ba estadistica ANOVA.

Para los grupos D1 (formalina) y D2 (agua destilada), se compar6 la evolu-
cion del volumen de la AILI en cada momento de observacién dentro de cada
grupo mediante la prueba estadistica ANOVA y pruebas a posteriori de Bonfe-
rroni. Para contrastar entre ambos grupos los volimenes de cada periodo de
observacion se realizaron pruebas “t student” para muestras independientes.

REVISTA ODONTOLOGICA DE LOS ANDES
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La comparacién del volumen promedio entre los grupos con tratamiento pre
(A1 gel Psidium guineense Sw, B1 gel placebo y C1 Bencidamina) y post (A2 Psi-
dium guineense Sw, B2 gel placebo y C2 Bencidamina), se efectué mediante un
analisis de varianza ANOVA en cada momento de observacion (inicial, 3, 24,
48 y 72 horas) al evidenciar diferencias significativas (P<0.05) se realizaron
pruebas a posteriori de Bonferroni, para identificar la magnitud de diferen-
cia entre grupos. Se utiliz6 el software estadistico informatico IBM SPSS para
Windows, version 19.

En la TABLA 1 se muestran los resultados de las pruebas quimicas cualitativas
de coloracidon y/o precipitacion del extracto hidroetandlico obtenido de las
hojas de P. guineense Sw.

Metabolitos Reaccion de coloracién y/o precipitacion

Alcaloides Dragendorff/Mayer/Wagner -
Flavonoides Shinoda +
Cumarinas Hidroxido de amonio concentrado -
Antraquinonas Borntraguer -
Taninos/fenoles Gelatina 1% +
Triterpenos/esteroles Liebermann- Burchard -
Saponinas Prueba de Espuma +

EHE: extracto hidroetandlico. (+) Presencia del metabolito. (-) Ausencia del metabolito.

En la FIGURA 3 se presenta la evolucidn del volumen de la AILI de los grupos
D1y D2 en funcién del tiempo. La inyeccion de la solucién de formalina au-
ment6 en forma sostenida el volumen de la AILI hasta las 48 horas en el grupo
D1, con disminucidon marcada a las 72 horas con diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0001) desde el periodo 2 al 5 de observacidn con respecto al
volumen inicial. En contraste, en el grupo D2, la inyeccion de agua destilada,
aumento el volumen solo a las 3 horas posterior a la inyeccién (p<0.05).

El contraste intergrupal del volumen de la AILI indicé diferencias estadis-
ticamente significativas (p<0.01) en los cuatro periodos post inyeccion.

En la FIGURA 4 se muestra la comparacion fotogréafica de las caracteristicas
histolégicas de ambos grupos en los distintos periodos de observacién. En el
grupo D1 a las 3 horas, se observaron abundantes vasos sanguineos con esca-
so infiltrado inflamatorio mononuclear y tejido conectivo denso, a diferencia
el grupo D2 presenté moderada cantidad de vasos sanguineos, ausencia de
infiltrado inflamatorio y tejido conectivo laxo (FIGURA 4, D1a y D2a). A las 24
horas, disminuyd la cantidad de vasos sanguineos en el grupo D1, el infiltra-
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FIGURA 4. Imégenes
fotogréficas de los cortes
histoloégicos preparados

con HE correspondientes a
los diferentes periodos de
observacion de los grupos
D1y D2. En las fotos, los
recuadros pequefios indican
la observacién microscopica
con objetivo de 40X y los
recuadros grandes reflejan la
observaciéon microscopica con
objetivo de 10X. Lo sefialado
con las letras significa:

E epitelio; IF infiltrado
inflamatorio, TC tejido
conectivo, VS vaso sanguineo.
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AILI en funcién del tiempo de
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do inflamatorio fue mixto y el tejido conectivo laxo; mientras que en el grupo
D2 no hubo variaciones, excepto que la densidad de tejido conectivo se obser-
v6 normal (FIGURA 4, D1b y D2b).

Durante los siguientes periodos, la cantidad de vasos sanguineos fue mo-
derada para el grupo D1y escasa en D2; el primero mantuvo el infiltrado in-
flamatorio mixto y el tejido conectivo fue laxo a las 48 horas y normal a las 72
horas, mientras que en el grupo D2 no se observd infiltrado y presento tejido
conectivo normal (FIGURA 4, D1ic, D1d, D2c, D2d).

La evolucidn del volumen de la AILI en funcién del tiempo en los grupos
que recibieron tratamiento preventivo puede observarse en la FIGURA 5, se
evidencia homogeneidad en el volumen inicial y un aumento considerable de
la AILI desde las 3 horas, el cual se mantiene hasta las 24 horas y desciende a
las 48 y 72 horas, alcanzando los grupos A1y C1 un volumen similar al inicial
en el ultimo periodo.

65,0

60,0
Lk 55,0 %
E
E
S 500
: y /4 L .
C
i asp a1
3 \ -&-C1
o
= 200 5 —&—B1
350
300
Inicial 3H 24H 48H 72H
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El ANOVA evidencid diferencia estadisticamente significativa (p<0.033)
entre A1y B1 para la cuarta observacion que corresponde a las 48 horas.

En el estudio histoldgico se observa que a las 3 horas los grupos presen-
taron moderados vasos sanguineos, para los grupos A1y B1 el infiltrado fue
mixto, y mononuclear para C1, La densidad de tejido conectivo fue laxo en
A1, normal en B1 y denso en C1 (FIGURA 6 Ala,Bia y Cia). Para las 24 horas
hubo un aumento de la cantidad de vasos sanguineos en B1 y C1. Los tres
grupos presentaron infiltrado mixto; sin embargo, su densidad fue moderada
para A1y Bi, y abundante en C1 (FIGURA 6 A1b, Bib y C1b). Para las 48 horas
A1y B1 presentan moderados vasos sanguineos, el infiltrado es mixto para
todos los grupos, siendo abundante paralos grupos B1 y C1y muy escaso en el
grupo A1. Con respecto a la densidad, del tejido conectivo se observo normal
para el grupo Ci, laxo para el grupo B1 y denso para A1 (FIGURA 6 Ailc, Bicy
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FIGURA 6. Imagenes
fotograficas de los cortes
histoldgicos preparados

con HE correspondientes a
los diferentes periodos de
observacion de los grupos

Al, Bly Cl. Los recuadros
pequefios indican la
observacion microscopica
con objetivo de 40X y los
recuadros grandes reflejan la
observaciéon microscopica con
objetivo de 10X. Lo sefialado
con las letras significa:

E epitelio; IF infiltrado
inflamatorio, TC tejido
conectivo, VS vaso sanguineo.

C1c). A las 72 horas los vasos sanguineos fueron muy escasos en A1, mientras
que en B1y C1 hubo moderada cantidad. El infiltrado mononuclear en A1 fue
escaso y mixto, muy abundante en B1 y C1. La densidad de tejido conectivo
se mantuvo para A1y B1, mientras que cambio a denso para C1 (FIGURA 6 A1d,
Bid y C1d).

Al evaluar clinicamente los grupos tratados post induccién de la infla-
macién se evidencié un aumento marcado de las mediciones a las 3 horas,
siendo menor en el grupo A2, valor que se mantuvo para las 24 horas y luego
descendi6 progresivamente hasta alcanzar a las 72 horas, un valor similar al
inicial, con diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001) con respecto
a los grupos B2 y C2 a las 24 y 48 horas. En contraste, en estos grupos (B2 y
C2), el volumen de la AILI presentd un ascenso a las 24 horas, el cual dismi-
nuy6 para los siguientes periodos de observacion en C2, mientras que en el
grupo B2 el volumen maximo se mantuvo hasta las 48 horas y disminuy¢ dis-
cretamente a las 72 horas (FIGURA 7).

El andlisis de las muestras de tejido evidenci6 a las 3 horas post induccién
de la inflamacién que los grupos A2 y C2 presentaron escasos vasos sangui-
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FIGURA 7. Volumen de la
AILI en funcién del tiempo de
evaluacioén en los grupos A2,
B2y C2.

FIGURA 8. Imégenes
fotogréaficas de los cortes
histoldgicos correspondientes
a los diferentes periodos

de observacion de los

grupos A2, B2y C2. Los
recuadros pequefios indican
la observacién microscopica
con objetivo de 40X y los
recuadros grandes reflejan la
observaciéon microscopica con
objetivo de 10X. Lo sefialado
con las letras significa:

E epitelio; IF infiltrado
inflamatorio, TC tejido
conectivo, VS vaso sanguineo.
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neos e infiltrado inflamatorio mononuclear escaso, mientras que en el grupo
B2 se observo moderada cantidad de vasos sanguineos e infiltrado inflamato-
rio tipo mixto; en cuanto a la densidad del tejido conectivo en A2 y B2 fue nor-
mal y en C2 laxo (FIGURA 8 A2a,B2a y C2a). Para las 24 horas en los grupos A2y
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C2la cantidad de vasos sanguineos aumentd a moderada y abundante respec-
tivamente, a diferencia en B2 disminuyd a escasa. Con respecto a la densidad
y tipo de infiltrado, para los tres grupos en este momento de observacién fue
moderada de tipo mixto, el grupo C2 presentd un tejido conectivo laxo, mien-
tras que en A2 y B2 fue normal (FIGURA 8 A2b,B2b y C2b). A las 48 horas se
observaron escasos vasos sanguineos en A2, moderados en B2 y C2 mantuvo
abundantes vasos sanguineos. En cuanto al tipo de infiltrado inflamatorio en
B2 y C2 fue mixto, siendo escaso y abundante respectivamente, a diferencia
de A2 donde el infiltrado fue mononuclear muy escaso. La densidad del tejido
conectivo se observo laxa en el grupo A2 y densa para los otros grupos (FIGURA
8 A2c, B2c y C2c). En el altimo periodo de observacion tanto A2 como B2 pre-
sentaron escasos vasos sanguineos y se observaron células mononucleares
escasas en A2 y moderadas en B2 con tejido conectivo denso, mientras que
C2 mantuvo abundante cantidad de vasos sanguineos, infiltrado inflamatorio
mixto y tejido conectivo de apariencia normal (FIGURA 8 A2d, B2d y C2d).

Con el propésito de validar cientificamente el efecto antiinflamatorio de Psi-
dium guineense Sw, conocido con el nombre comun de “guayabo agrio” se rea-
liz6 la presente investigacidon en el modelo animal del test de la formalina, en
el que se incluyo el tratamiento con bencidamina como un control positivo,
debido a que este AINE comunmente es usado por via tdpica para tratar la
inflamacién en cavidad bucal.

La inyeccién de solucién de formalina al 5% en la AILI de ratas BIOU:
Wistar caus6 un aumento sostenido del volumen del tejido a partir de las 3
horas, el cual se extendié hasta las 48 horas de observacidn, lo que eviden-
cia que la formalina indujo una respuesta inflamatoria. En estudios previos,
la aplicacion de este modelo experimental en las extremidades posteriores
de roedores ha permitido caracterizar la respuesta inflamatoria y demostrar
que la formalina actia como un irritante local, que genera la liberacién de
mediadores inflamatorios como la histamina, serotonina, prostaglandinas,
bradiquinina y el 6xido nitrico?2324,

En la regién orofacial, Chichorro et al.?5, demostraron que la inyeccion de
formalina en el labio superior de ratas también desencadena una respuesta
inflamatoria que involucra la liberacion de bradiquinina, citoquinas, aminas
simpaticomiméticas y prostaglandinas. Posteriormente se confirmé que la
liberacion de prostaglandinas esta estrechamente relacionada con el dolor
y la inflamacién inducida por la inyeccién de formalina en el labio?. Adicio-
nalmente, se ha demostrado la participacién del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) y de los canales ionicos sensibles a acido (ASICs) en la respuesta
provocada por la inyeccion de formalina en la region orofacial?.
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Desde el punto de vista histoldgico, en la respuesta inflamatoria inicial (3
horas post inyeccion de formalina) se observaron numerosos vasos sangui-
neos acorde a los primeros cambios del proceso inflamatorio descritos en
la literatura. La presencia de abundante infiltrado inflamatorio mixto en los
siguientes periodos de observacion (24, 48 y 72 horas) indica la progresiéon de
la respuesta inflamatoria a la fase celular, caracterizada por el movimiento
de leucocitos, en particular neutroéfilos de la circulacidon al sitio de la lesion.
Adicionalmente, la densidad del tejido conectivo laxo refleja el aumento de
permeabilidad capilar propio de la inflamacién aguda?82230,

Estos hallazgos coinciden con los reportados por Clavelou et al.? en el pri-
mer estudio en el que se aplico el test orofacial de la formalina, y se observo
que la inyeccion de solucion de formalina al 2,5% en el labio superior de ratas
produjo extravasacion del plasma, siendo mas acentuada a las 6 horas post
inyeccidn. Asimismo, en ese estudio, la inyecciéon de formalina al 5% en el
labio superior de ratas Sprague Dawley indujo signos histolégicos de infla-
macidn tisular, como degranulacién de mastocitos y extravasacion de granu-
locitos. En concordancia, Frade et al.?° en un estudio similar inyectaron in-
traoralmente carragenina en el carrillo de ratas Wistar y observaron 24 horas
después gran cantidad de células mononucleares y polimorfonucleares.

En contraste, en el grupo de ratas inyectadas en la AILI con agua destila-
da, solo hubo aumento del volumen a las 3 horas, e histolégicamente se ob-
servo un tejido conectivo laxo con moderada cantidad de vasos sanguineos,
resultado que indica que en este grupo también hubo respuesta inflamatoria
pero de menor intensidad y duracion. Este hallazgo también fue descrito por
Clavelou et al.?' en su estudio pionero, en el que se observé inflamacién leve
en las ratas del grupo control a las que les fue inyectada solucién salina en el
labio.

Una de las acciones terapéuticas que se le atribuyen a Psidium guineense
Sw es el efecto antiinflamatorio, ademads del antioxidante, antibacteriano y
diurético®™©.

En la presente investigacidn el gel Psidium guineense Sw, preparado a par-
tir de las hojas de la planta, aplicado en forma tdpica, tanto antes como des-
pués de la induccién del proceso inflamatorio, disminuyé el volumen de la
AILI en forma significativa en comparacion con el gel placebo; evidenciando
asi el efecto antiinflamatorio de Psidium guineense Sw. en la mucosa bucal de
ratas BIOU: Wistar.

El efecto hallado coincide con los reportes de otros autores, quienes han
demostrado que las hojas de Psidium guineense Sw poseen actividad antiinfla-
matoria. Esta propiedad terapéutica fue inicialmente demostrada por Santos
et al.8, quienes observaron en animales de experimentacion el efecto antiin-
flamatorio del aceite esencial obtenido por destilacién al vapor de las hojas
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frescas de la planta, el cual inhibi6 en forma dosis dependiente el edema in-
ducido por carragenina en la pata de las ratas Wistar, mostrando efectividad
comparable a la indometacina.

De manera similar, do Nascimento et al.°, demostraron la actividad anti-
inflamatoria, de Psidium guineense Sw y su principal componente el sesquir-
terpeno espatulenol, al administrar el aceite esencial y el extracto obtenido
de hojas de esta especie vegetal una hora antes de inducir la inflamacién,
mediante la inyeccion de carragenina en la pata de ratones. Estos autores
observaron que la administracién de Psidium guineense Sw inhibié significati-
vamente el edema en la primera hora de observacién, manteniendo su efecto
hasta la cuarta hora.

El mecanismo a través del cual la planta en estudio ejerce accién antiin-
flamatoria no esta completamente establecido. Sin embargo, se ha reporta-
do que distintas especies del género Psidium tienen efecto antiinflamatorio y
se han propuesto varios mecanismos para explicar esta accion terapéutica.
En este sentido, Houél et al.3? utilizaron Psidium acutangulum y observaron
inhibicién in vitro de la secrecién de las citoquinas proinflamatorias TNFa,
IL-1B, IL-6, 11-8 y 6xido nitrico en macrdfagos. Por otra parte, Ghaderi et al.33
demostraron que el extracto hidroalcohdlico de Psidium guajava, una especie
estrechamente relacionada con Psidium guineense Sw y ampliamente estudia-
da por sus propiedades bioldgicas, inhibe la expresién de la IL-6.

En otro estudio, la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de la
guayaba comun fue atribuida a la inhibicién de la produccién de 6xido nitri-
coy de la sintesis de prostaglandinas®, mediadores éstos relacionados con la
respuesta inflamatoria inducida por la inyeccién de formalina?. Adicional-
mente, se ha propuesto que la actividad antiinflamatoria de Psidium guajava
se debe a su contenido de flavonoides, terpenoides, taninos, catequinas, aci-
do galico, resveratrol, enzimas y vitaminas A y C33.

Es probable que el efecto antiinflamatorio observado en la presente in-
vestigacion se deba a que Psidium guineense Sw posee mecanismos de accion
similares a los descritos para Psidium guajava, tomando en cuenta la relacién
filogenética que existe entre ambas especies, la cual ha sido evidenciada por
la similitud de las secuencias del ADN y sus caracteristicas morfoldgicasss.
Asimismo, la composicién quimica de los aceites esenciales obtenidos de
ambas especies es similar3é. Los componentes quimicos presentes tanto en el
fruto como en las hojas de Psidium guineense Sw incluyen terpenos, aldehidos,
fenoles, esteroides, taninos, flavonoides y glicdsidos®?’.

La presencia de compuestos flavonoides, fenoles, taninos y saponinas de-
mostrada en el presente estudio mediante el andlisis fitoquimico del extracto
hidroetandlico de las hojas de P. guineense Sw (TABLA 1), explica el efecto anti-
inflamatorio observado. Los flavonoides son metabolitos secundarios comu-
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nes en el reino vegetal considerados sustancias bioactivas, relativamente no
téxicas, que presentan gran variedad de efectos farmacolégicos incluyendo
la actividad antiinflamatoria, debida a que interfieren en las vias de sefializa-
cion de la reacciéon inflamatoria sobre enzimas claves como las ciclooxigena-
sas, con la consecuente inhibicién de la liberacién mediadores proinflama-
torios38. De igual forma, a los compuestos fendlicos, como los taninos y a las
saponinas, se les describe la propiedad antiinflamatoria, ademds del efecto
antineopldasico y hepatoprotector3®.

En estudio previo® se determinaron 38 compuestos en el aceite esencial
de las hojas de P. guineense de los cuales el hallado en mayor proporcion es
el sesquiterpeno espatulenol (80,71%). Recientemente, se demostré que este
compuesto inhibi6 el edema plantar inducido por la inyeccién de formalina
en ratones?.

Aun cuando en el presente estudio el gel de Psidium guineense Sw ejercio
accion antiinflamatoria en los grupos con tratamiento pre y post induccién
de inflamacion, el efecto fue mds prolongado en el grupo al cual se le aplico
el gel media hora después de la inyeccién de formalina, mientras que en el
grupo que recibio el tratamiento previo a la induccion de la inflamacién solo
hubo efecto antiinflamatorio significativo en el cuarto periodo de observa-
cion. Esta diferencia sugiere que los componentes de la hoja de P. guineense
Sw poseen mayor efectividad para bloquear los mediadores ya presentes en
el tejido inflamado que para inhibir la sintesis y liberacion inicial de los mis-
mos. Los resultados hallados sugieren la capacidad inhibitoria del gel sobre
la migracién de polimorfonucleares; sin embargo, futuros estudios son nece-
sarios para revelar el mecanismo especifico de la accidén antiinflamatoria de
esta planta.

La bencidamina, administrada por via topica como control positivo en la
presente investigacién, mostr6 su maxima actividad antiinflamatoria a las 72
horas en el grupo al que se le aplicé este tratamiento antes de la inyeccion
de formalina; sin embrago, este efecto no fue estadisticamente significativo
(p>0.05) con respecto al gel placebo. Por el contrario, la bencidamina dismi-
nuy6 significativamente (p<0.05) el volumen de la AILI en los grupos tratados
después de la induccion de la inflamacidn, a las 48 y 72 horas en comparacion
al grupo control. Sin embargo, el efecto antiinflamatorio del gel de P. gui-
neense Sw fue significativamente superior (p>0.05) al de la bencidamina solo
en el tercer periodo de observacion (24 horas), en el que histolégicamente
se observo mayor cantidad de vasos sanguineos y tejido conectivo laxo en el
grupo bencidamina.

El efecto antiinflamatorio de la bencidamina confirma la sensibilidad del
modelo de inflamacién por formalina a la accidon de los AINES. El efecto de
estos farmacos sobre la inflamacién provocada por la formalina en la region
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orofacial también fue demostrada por Padi et al.?6, quienes administraron
el ketorolac y el diclofenac por via intraperitoneal y subcutdnea, antes de
inyectar la formalina en la mucosa labial de ratas, observando efecto antiin-
flamatorio con ambos farmacos y vias de administracién. Adicionalmente.
Miranda et al.” reportaron el efecto terapéutico de la administracion intrape-
ritoneal de diclofenac, dexketoprofen, piroxicam and metamizol o dipirona,
antes de la inyeccion de formalina en el labio superior de ratones de experi-
mentacion.

La efectividad del gel de Psidium guineense Sw para prevenir y tratar la
inflamacion observada en este estudio sugiere su estudio en humanos, para
confirmar la utilidad de las hojas de esta planta como alternativa natural, de-
bido al menor costo y mayor perfil de seguridad que poseen los productos na-
turales de origen vegetal, en comparacion con los fdrmacos convencionales.
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