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RESUMEN

Infroduccién: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica en la que
su etiopatogenia no se conoce bien, se sabe que las bacterias son responsables
de su iniciacion y progresion, pero el dano de los tejidos es mediado por la
respuesta inmune del hospedador, por lo tanto, el desarrollo de la periodontitis y
destruccion de los tejidos periodontales se debe a la interaccion entre
microorganismos bacterianos del biofilm y la respuesta inmunoldgica exacerbada
del hospedador. Durante la periodontitis, existe una sobreproduccion en los
niveles de mediadores proinflamatorios principalmente de PGE2, IL-2, IFN-y, IL-6 y
TNF-a, lo que ocasiona alteraciones en el metabolismo ¢seo ademds de generar
enzimas degradantes del tejido conectivo. El uso de Omega-3 presentes de forma
natural en el aceite de pescado, se ha propuesto como terapia adjunta a los
tratamientos convencionales ya que tienen un efecto benéfico en la modulacion
de mediadores inflamatorios y ejercen efectos inmunosupresores, por lo que es
importante estudiar su efecto en la inflamacién periodontal con la finalidad de
buscar terapias capaces de regular la respuesta inmunolégica. Objetivo: Evaluar
el efecto de suplementar la dieta con dcidos grasos Omega-3 en la pérdida 6sea
alveolar y en algunos pardmetros inmunoldgicos en un modelo murino de
periodontitis. Método: 24 ratones C57BL/6 fueron divididos en 4 grupos: Sanos, con
suplemento alimenticio con Omega-3, con Periodontitis cronica (PC) y con PC y
suplemento alimenticio con Omega-3 (PC+Omegao-3), a los ratones que les
correspondia el suplemento alimenticio se les administré dcidos grasos Omega-3
(DHA+EPA) por 70 dias, a los grupos correspondientes se les indujo PC realizando
una ligadura en los segundos molares superiores adjunto con la inoculacion 1x10°
de Porphyromonas Gingivalis. Se analizd la destruccion de hueso alveolar por
medio de tincidn con azul de metileno y el microCT Imaging System. Por medio de
citometria de flujo se analizd la produccidn de citocinas pro y anti inflamatorias en
suero, asi como las poblaciones de LT, LB y células presentadoras de antigeno
presentes en los ganglios linfaticos cervicales. Resultados: El suplemento
alimenticio con dcidos grasos Omega-3 en ratones con PC, disminuyd
significativamente la pérdida ésea alveolar, disminuyd la produccién de TNF-a e
IFN-y e incrementd la produccion de IL-5. En los ganglios linfaticos cervicales
(GLC) no hubo diferencias en las poblaciones de linfocitos B (LB) y linfocitos T (LT),
ni tampoco en la poblacion celular CD103* CD11c, pero disminuyd la poblacion
de células dendriticas (DC’s) CD103* CD11c* asi como su expresion de MCHII.
Conclusiones: El suplemento alimenticio con dcidos grasos Omega-3 disminuye la
inflamacion por medio de la disminucion de los niveles de citocinas
proinflamatorias TNF-a e IFN-y y aumenta la concenfracion de IL-5 de tipo
antiinflamatorio, es probable que debido a este mecanismo disminuya la pérdida
6sea alveolar. Enlos GLC, los dcidos grasos Omega-3 reducen las poblaciones de
DC’s CD103* CD11c* y aminora la expresidon de MCHII, lo que indica que los
dcidos grasos Omega-3 son capaces de regular la respuesta inmunoldgica a
través de la movilizacion de las DC's.




ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is a chronic inflammatory disease in which its
etiopathogenesis is not well known, it is known that the bacteria are responsible for
its initiation and progression, but the damage of the fissues is mediated by the
immune response of the host, therefore, the development of periodontitis and
destruction of periodontal tissues is due to the interaction between bacterial
microorganisms of the biofilm and the exacerbated immune response of the host.
During periodontitis, there is an overproduction in the levels of proinflammatory
mediators mainly of PGE2, IL-2, IFN-y, IL.-6 and TNF-a, which causes alterations in the
bone metabolism in addition to generating degrading enzymes of the connective
tissue. The use of Omega-3 naturally present in fish oil has been proposed as
adjunctive therapy to conventional treatments since they have a beneficial effect
on the modulation of inflammatory mediators and exert immunosuppressive
effects, so it is important to study their effect on periodontal inflammation in order
to find therapies capable of regulating the immune response. Objective: To
evaluate the effect of supplementing the diet with Omega-3 fatty acids on
alveolar bone loss and on some immunological parameters in a murine model of
periodontitis. Methods: 24 C57BL / 6 mice were divided into 4 groups: healthy, with
dietary supplement with Omega-3, with chronic Periodontitis (PC) and with PC and
dietary supplement with Omega-3 (PC + Omega-3) mice (DHA + EPA) for 70 days,
the corresponding groups were induced by PC ligation in the upper second molars
attached with the 1x107 inoculation of Porphyromonas Gingivalis. The destruction
of alveolar bone was analyzed by means of staining with methylene blue and the
microCT Imaging System. By means of flow cytometry the production of pro and
anti-inflammatory cytokines in serum was analyzed, as well as the populations of
LT, LB and antigen presenting cells in the cervical lymph nodes. Results: The dietary
supplement with omega-3 fatty acids in mice with CP significantly decreased
alveolar bone loss, decreased TNF-a and IFN-y production and increased the
production of IL-5. In cervical lymph node (GLC) there were no differences in B
lymphocyte (LB) and T lymphocyte (LT) populations, nor in CD103* CDl11c- cell
population, but the CD103* CD11c* dendritic cell population (DC’s) decreased as
well as its MCHII expression. Conclusions: The dietary supplement with omega-3
fatty acids decreases inflammation by decreasing the levels of proinflammatory
cytokines TNF-a and IFN-y and increases the concentration of antfiinflammatory
type IL-5, it is probable that due to this mechanism reduces alveolar bone loss. In
GLCs, Omega-3 fatty acids reduce DC’s CD103* CDIl1lc* populations and
decrease MCHII expression, indicating that Omega-3 fafty acids are able to
regulate the immune response through the mobilization of DC's.




CAPITULO |

LA PERIODONTITIS

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que afecta a las
estructuras de soporte de los dientes, que son: encia, ligamento
periodontal, cemento radicular y hueso alveolar, teniendo como
consecuencia la movilidad y pérdida dental (Pinlstrom, Michalowicz, &
Johnson, 20095).

De acuerdo a la Ultima estadistica realizada por la OMS en el ano 2012, se
reporta que la periodontitis afecta del 15-20 % de la poblacion adulta de
entre 35 y 44 anos de edad y es considerada un factor de riesgo que
puede complicar el cuadro clinico de enfermedades tales como la
diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide,
enfermedad pulmonar obstructiva créonica y que ademds puede conllevar
a resultados adversos en el embarazo. (Genco & Van Dyke, 2010),
(Lundberg, Wegner, Yucel-Lindberg, & Venables, 2010), (Lalla &
Papapanou, 2011), (Kebschull, Demmer, & Papapanou, 2010), (Madianos,
Bobetsis, & Offenbacher, 2013).

La periodontitis se caracteriza por la falta de resolucion de la inflamacion
del periodonto, esta inflamacion es causada por bacterias y sus productos
localizadas en el biofilm subgingival (Sima & Glogauer, 2013) y pese a que
mas de 700 especies de bacterias pueden colonizar la cavidad oral (Aas,
Paster, Stokes, Olsen, & Dewhirst, 2005), solo unas cuantas participan
potencialmente en la propagacion de la periodontitis (Paster, Olsen, Aas, &
Dewhirst, 2006), tal es el caso de Treponema denticola, Tannerella forsythia
y Porphyromonas Gingivalis (Bodet, Chandad, & Grenier, 2007), que en
conjunto forman un complejo bacteriano denominado “complejo rojo”,
este complejo es esencial para la iniciaciéon y progresion de la periodontitis,

aunque el dano del tejido periodontal es mediado principalmente por la




respuesta inmune del hospedador (Gemmell, Carter, Hart, Drysdale, &
Seymour, 2002).

Hasta el momento, el proceso inmunolégico en la etiopatogenia de la
periodontitis no se conocen bien (Schmidt, Jentsch, Stingu, & Sack, 2014),
debido a que el sistema inmune del hospedador estd en continuo
contacto con las bacterias bucales, desarrollando asi mecanismos de
tolerancia a las bacterias comensales, y al mismo tiempo se encarga de
vigilar y prevenir la infeccion causada por patdégenos,(Hovay, 2014) es asi
como el huésped se vuelve mas susceptible a los efectos prolongados de
la inferrupcion de la homeostasis inmune que se refleja en algunos
trastornos inflamatorios autoinmunes y cronicos, incluyendo la periodontitis
(Tlaskalova-Hogenova et al., 2004), por eso se dice que la respuesta
inmunitaria hacia los microorganismos patdégenos del biofilm dental puede

ser de proteccion, destrucciéon o ambos(Van Dyke & Serhan, 2003).

En la respuesta inmune ante los periodontopatdgenos son de gran
importancia las células presentadoras de antigeno (CPA), en especial las
células dendriticas (DC’s), estas celulas se encuentran dispuestas en la piel
y mucosas; en el caso de la encia que no presenta submucosa, sino ldmina
propia, la mayor parte de DC’s que se encuentran en ella expresan
principalmente  CDI11c* CDI1b*, en menor canfidad expresan
CD11b*CDI11c, (Hovav, 2014) y una poblacidn menor del 5% expresa la
integrina CD103 (Arizon et al., 2012).

Después de la presentacion del antigeno el tipo de repuesta inmune que
se genera (proinflamatoria o reguladora), esta determinada por el fenotipo
de célula dendritica que presente la informaciéon (Bernardo, 2013), por
ejemplo las CD103* por medio de la produccion de IL-2, dependiente de |la

senalizacion NFAT, producen una respuesta Th 17 considerada como




protectora, por estar asociada a la inflamacion de bajo grado (Zelante et
al., 2015)

Para que las DC’s anteriormente mencionadas se activen, deben captar y
procesar el periodontopatogeno que haya penetrado el epitelio, una vez
captado en antigeno las DC’s se dirigiena los vasos linfaticos mas
cercanos, en donde estas DC’s maduran en el camino hacia a los
ganglios linfaticos cervicales (GLC), donde presentan el antigeno a los LT
(Hovayv, 2014).

Cuando las DC’s llevan a cabo la presentacion antigénica a los LT en el
ganglio linfatico mas cercano, lo hacen por medio de los MCH del tipo 1 ol
(en el caso de ser por del MCHI se llevard acabo una presentacion
cruzada o subrogada a los LT CD8 (Alfaro et al., 2013), en caso de ser por €l
MCHII el antigeno serd presentado a los LT CD4 (Wilensky et al., 2014)) que
presentan el péptido del antigeno a los receptores de linfocitos T (TCR) de
los LT.

Para que la presentacion de antigeno sea eficaz y produzca una respuesta
inmune adaptativa confra el inmunogeno, las DC’s fambién expresan
moleculas coestimuladoras como CD80 y CD86 que al unirse con el CD28
de los LT produce la activacion y replicacion de los LT ,dividiendose en LT
efectores y de memoria (posteriormente se realizard la activacion de los LB
para comenzar la respuesta humoral, los LB al igual que los LT se replican y
se dividen en LB efectores y LB de memoria, los LB efectores pasan a la
circulacion sanguinea para producir antficuerpos que ayudaran a la
eliminacion del antigeno por medio del reconocimiento, neutralizaciéon vy
opsonizaciéon del antigeno), por ofro lado si CD80 o CD86 se unen al
CD152 del LT produce una inactivacion y por lo tanto una tolerancid al

antigeno por medio de una anergia clonal.




En el proceso de la presentacion de antigeno las DC’s inducen la expresion
de homing markers o marcadores de migracion apropiados en los LT
efectores, para dirigirlos a los tejidos diana donde enconfrardn al

anfigeno.(Stagg, Kamm, & Knight, 2002).

De acuerdo a la informacion proporcionada por las DC’s por medio de los
MCHII a los LT, los LT CD4 se diferencian en fenotipos de LT helper (Th)
denominados Th1, Th2 y Th17 (Sallusto & Lanzavecchia, 2009).

En este sentido, debido al proceso complejo de la periodontitis es
complicado saber definidamente el rol de los distintos fenotipos de LT
helper, asi como de sus citocinas frente a la destruccion en la periodontitis,
aunqgue es sabido que el fenotipo Th1 considerado proinflamatorio secreta
IFN (el IFN propicia una senal de retroalimentacion positiva reforzando el
desarrollo del fenotipo Th1 por la regulacion del receptor de IL-12 (Weaver
& Murphy, 2007) activando macréfagos, células natural killer (NK), y LT CD8

por medio de la sintesis de otras citocinas como el TNF-a, IL-1 e IL-6.

Por ofra parte, el fenotipo Th2 considerado antiinflamatorio secretan IL-5, IL-
13 (Yamashita, Onodera, & Nakayama, 2007) e IL-4, esta Ultima propicia un
refuerzo positivo ayudando la expansion del fenotipo Th2 (Weaver &
Murphy, 2007),

Las citocinas liberadas una vez establecida la periodontitis ayudan a
aglutinar infiltrado inflamatorio en el periodonto, el cual estd constituido
por diferentes tipos de células de defensa como neutrdfilos, macrofagos y
linfocitos que también producen distintas citocinas activando a su vez a
otras células inmunoldgicas (Bendyk, Marino, Ziim, Howe, & Bartold, 2009)
que liberan sustancias mediadoras de la inflamacion como IL-1B, IL-6, IL-
17,TNF-a, PGE2, leucotrienos B4 (LTB4).
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Lall-13 es quimiotactica (atrae otras células de defensa al lugar de la
infeccioén), favorece la reabsorcion del hueso y estimula la liberacion de
metaloproteinasas (enzimas que degradan el coldgeno de los tejidos
residuales que ya no sirven) y es abundante en sitios de infeccion

periodontal.

La IL-6 posee quimiotaxis y capacidad para inducir a las células
plasmdaticas y/o LB activados a secretar anficuerpos. La IL-17 regula la
coordinacion entre la inmunidad natural y especifica, también regula a la
IL-6, la PCR (Proteina C reactiva) y favorece la remodelacion 6sea (Paster
et al., 2006) (Pihlstrom et al., 2005).

También estd el TNF-a que favorece la proliferacion y diferenciacion
celular, citotoxicidad o apoptosis. La PGE2 en la respuesta inflamatoria
produce vasodilatacion, aumento de la permeabilidad de los tejidos
permitiendo el paso de los leucocitos, es anfiagregante plaquetario y

estimula las terminaciones nerviosas del dolor.

Todas las sustancias mencionadas y ofras mas desencadenan y favorecen
la inflamacion inducida por las acciones de los microorganismos que son
responsables de la desftruccion de los tejidos periodontales, que
contribuyen de forma importante en la desfruccion del tejido conectivo

periodontal (Page & Kornman, 1997).

Por otra parte se sabe que los LT representan el tipo de célula
predominante en el periodonto en la etapa temprana de la enfermedad
periodontal, mientras que los LB y células plasmdticas predominan en
lesiones periodontales avanzadas y cronicas (Offenbacher, 1996)

(Mikhaleva, Barkhina, Shapovalov, Luss, & Il'ina, 2001).

En estudios anteriores se defermind que los linfocitos fienen una

participacion importante en el desarrollo y severidad de la periodontitis,
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esto se demostré en modelos murinos inmunodeficientes de LB y LT, en los
que se observd que después de la infeccidon con Porphyromonas Gingivalis
hubo una menor pérdida de hueso alveolar en los ratones
inmunodeficientes de linfocitos que la observada en ratones
inmunocompetentes, lo que sugiere que la pérdida ¢sea puede ocurrir en
ausencia de la inmunidad adaptativa, en el mismo estudio se realizd una
comparaciéon enfre ratones inmunodeficientes de LT CD4 vy ratones
inmunodeficientes de LT CDS8, se observd que las células T CD4 promueven
la pérdida de hueso por medio de la produccidon de IFN-y e IL-6, mientras

que células T CD8 no tiene algun papel aparente (Baker et al., 1999).

TRATAMIENTOS ACTUALES PARA LA PERIODONTITIS

En la actualidad existen diversos procedimientos para combatir la
periodontitis, los cuales se encuentran divididos en dos grupos: tratamientos

no quirdrgicos y fratamientos quirdrgicos (Khalaf F. Al-Shammari, 2002).

Los fratamientos no quirdrgicos se fundamentan en la reduccion vy
supresion de los factores etioldgicos de la periodontitis para lograr eliminar
la inflamacion periodontal, esto se consigue mediante la eliminaciéon total
del biofim y calculo que se encuenfran adheridos a las superficies
dentales(Cobb, 1996).

Hoy en dia se disponen de numerosas tecnologias que ayudan a eliminar
con mayor eficacia el cdlculo dental, como lo son las curetas,
escariadores o instrumentos ultrasénicos utilizados para realizar raspado y

alisado radicular (Apatzidou, 2012).

También se lleva a cabo un control mecdnico del biofilm, ensenando a los

pacientes las fécnicas de cepillado adecuadas que cubran sus
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necesidades asi como el uso correcto del cepillos eléctricos, (Robinson et
al., 2005) hilo dental, (Sambunjak et al., 2011) dentifricos, (Hioe & van der
Weijden, 2005) irrigadores bucales, (Husseini, Slot, & Van der Weijden, 2008)
instrumentos de limpieza interdental, (Slot, Dorfer, & Van der Weijden, 2008)
y agentes quimioterapéuticos (habitualmente antibacterianos de
administracion local o sistémica) (Berchier, Slot, & Van der Weijden, 2010) o
cualquier ofro método complementario necesario que ayude a eliminar

con mayor eficacia la actividad microbiana del biofilm dental.

Ofro procedimiento que se readliza es la reparaciéon o remplazo de las
restauraciones dentales con mdrgenes desbordantes, en especial aquellas
qgue estdn mas proximas a la encia, ya gque suelen servir como nichos para
bacterias periodontopatdégenas (Rodriguez-Ferrer, Strahan, & Newman,
1980) (M, 1995); y en caso de ser necesario se tienen que arreglar los

dispositivos protésicos defectuosos (Xie et al., 2016).

Incluso es ineludible ftratar las lesiones cariosas, en especial aquellas
situadas en las zonas cervicales y radiculares de los dientes, dado que
proporcionan un albergue para las bacterias favoreciendo Ia repoblacion

bacteriana periodonto-patdégena (H, 2011).

De igual forma, estd indicado realizar movimiento ortodéntico para
corregir la mala posicion de los dientes que altera la capacidad de
limpieza de los pacientes. En caso de ser necesario se pueden tratar las
dreas de impaccion de alimentos donde el periodonto se vea
comprometido. Igualmente es recomendable el tratamiento del frauma
oclusivo y extraccion de los dientes con mal prondstico (Bollen, 2008)

(Gomes, Varela, da Veiga, Rosing, & Oppermann, 2007).

Todos los fratamientos que anteriormente se mencionaron integran la fase

1 del tratamiento periodontal, la cual se aplica a los pacientes
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comprometidos periodontalmente que tengan o no la presencia de bolsas
periodontales que serdn evaluados posteriormente y de ser necesario
sometidos al fratamiento quirdrgico conocido como fase 2 (Al-Shammari
KF, 2002).

Los tratamientos quirdrgicos para contrarrestar la periodontitis constan de
técnicas resectivas y regenerativas empleadas para (1) aumentar el
acceso a la superficie radicular , haciendo posible la eliminacion de todos
los irritantes, (2) disminuir o eliminar la profundidad de las bolsas
periodontales, haciendo posible para el paciente mantener superficies
radiculares libres de placa y (3) remodelar los tejidos blandos y duros para
obtener una fopografia armoénica, logrando corregir problemas

morfoldgicos que mejoren la estética (Pihlstrom BL, 1983).

AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS PARA LA MODULACION DEL
HUESPED EN LA PERIODONTITIS

A pesar de que la respuesta del sistema inmune es la causa principal de la
destruccion de los tejidos en la periodontitis, inconsecuentemente el
control de las bacterias que infectan el periodonto sigue siendo la diana
principal de los fratamientos convencionales (Karpinia & Magnusson, 2000)
(Mullally, Irwin, Ziada, Allen, & Byrne, 2007), cuando realmente los
tratamientos deberian estar mdas enfocados en la regulaciéon del sistema
inmune. Por tal motivo, es importante hallar nuevas terapias capaces de
tener un control sobre la modulacidn del sistema inmune del hospedador
para que funcionen como un determinante de la gravedad vy

susceptibilidad de la periodontitis.

Por lo tanto se ha propuesto el tratamiento de modulacion del huésped

(HMT), en el cual se emplean farmacos de administracion sistémica o local

14




que se recetan como complementos de los tratamientos periodontales
convencionales (Ryan, 2005) (P. M. Preshaw, 2008), que tienen como
finalidad modificar o disminuir las caracteristicas destructivas de la
respuesta inflamatoria ante el biofilm dental, y que incluso pueden regular
las respuestas protectoras y regenerativas del periodonto afectado
(Reddy, Geurs, & Gunsolley, 2003).

Diversos agentes de modulacion del huésped se han desarrollado y se
estan investigando actualmente. Ejemplos de estos agentes son los
antinflamatorios no  esteroideos  (AINE’s), doxiciclina de  dosis
subantimicrobiana (SDD), anticitocinas (bloqueadores IL-1/TNF), inhibidores
de metaloproteinasas de matriz (MMP’s) y bifosfonatos (Karpinia &
Magnusson, 2000; Oringer, Research, & Therapy Committee of the
American Academy of, 2002). Todos estos agentes modulan procesos
especificos de la periodontitis como la regulacion de los metabolitos del
dcido araquiddénico (AA), la produccion excesiva de MMP’s y el

metabolismo dseo etc.

Sin embargo, actualmente sélo existe un agente de modulacion del
huésped que es el Unico aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) para el tratamiento de la periodontitis que es la administracion SDD
(Giannobile, 2008), debido a que tiene efectos adversos de baja
incidencia, (entre los mds comunes son dolor de cabeza, dispepsia,
erupcion cutdnea y diarrea.) (Caton et al., 2000; Philip M. Preshaw et al.,
2004) en comparacion con los efectos adversos derivados de otros
agentes de modulacién del huésped, como por ejemplo, los AINES pueden
originar molestias gastrointestinales, renales, insuficiencia hepdtica vy
hemorragia debido a la inhibicion no selectiva de enzimas ciclooxigenasa-
1(COX-1) y ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Velo & Milanino, 1990) (Hawkey,

1993). Aun usando AINEs de inhibicion selectiva de COX-2 siguen teniendo
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efectos adversos gastrointestinales aunque en menor gravedad en
comparaciéon con lo AINEs nos selectivos (FitzGerald & Patrono, 2001;
Noguchi & Ishikawa, 2007).

El uso prolongado de bifosfonatos en periodoncia estd limitado debido a
sus efectos adversos tales como osteonecrosis maxilar o mandibular,
inhibicidon de la calcificacion ésea e induccidon de cambios en los conteos

de gldébulos blancos (Palomo, Liu, & Bissada, 2007).

Por ofra parte se ha investigado el uso del antagonista del receptor de
citocinas (blogueador de IL-1 / TNF) y mostrd reduccion en la progresion de
la enfermedad periodontal en modelos experimentales, aungque todavia
tiene que hacerse mds investigacion para establecer su fiabilidad vy
efectividad (Delima et al., 2001).

La administracion de IL-4 exdgena e IL-11 recombinante en modelos
experimentales se ha asociado con la reduccidon de la progresion de la
enfermedad periodontal (Allen, Wong, Costa, Bienkowski, & Wahl, 1993)
(Martuscelli, Fiorellini, Crohin, & Howell, 2000). Sin embargo los efectos a
largo plazo de las anticitocinas empleadas para la modulacidén inmune no
se conocen bien en este momento, ademds de que su administracion
clinica resulta muy costosa, una mayor investigacion es necesaria para
determinar sus efectos sistémicos, su seguridad y eficacia (Shinwari, Tanwir,
Hyder, & Saeed, 2014).

Debido a las reacciones adversas de los agentes quimioterapéuticos para
la modulacion del huésped es necesario continuar con la busqueda de
mdas opciones de tratamiento, que de ser posible no tengan efectos
colaterales graves y que puedan prescribirse en tiempos muy prolongados,

visto que la periodontitis es una enfermedad de alta reincidencia.
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PROPIEDAD DE LOS OMEGA-3 COMO ANTIINFLAMATORIOS

Los Omega-3 son una familia de dacidos grasos poliinsaturados con la
peculiaridad de por poseer el Ulfimo doble enlace entre el nUmero de
carbonos 3y 4 en la cadena de hidrocarburo (acilo), contando el carbono
metilo terminal como numero uno. Son dacidos grasos esenciales que se
pueden encontrar en el pescado magro y graso y en otros mariscos. Las
cadenas de Omega-3 mas largas incluyen acido eicosapentaenoico (EPA;
20: 5 n-3), dcido docosapentaenoico (DPA; 22: 5 n-3) y dcido
docosahexaenoico (DHA; 22: 6 n-3)” (Calder, 2015).

El DHA y EPA pueden inhibir parcialmente algunos de los procesos
presentes en la inflamacién, como la quimiotaxis de leucocitos, la
expresion de moléculas de adhesidon, adhesion de leucocitos al endotelio,
secrecion de eicosanoides como las PG vy leucofrienos derivados del

Omega-6, y la produccion de citocinas inflamatorias (Th1) (Calder, 2015).

Ademds producen mediadores antinflamatorios llamados resolvinas
producidos a partir de la EPA (serie E) y DHA (serie D), protectinas y
maresinas producidos a partir de DHA, (Calder, 2015) sus efectos se han
estudiado en cultivos celulares y modelos animales de inflamacion,
demostrando su efecto antiinflamatorio, ayudando a la resolucidén de la
inflamacion (Bannenberg & Serhan, 2010) (Serhan & Chiang, 2013; Serhan,
Yacoubian, & Yang, 2008).

En general, los Omega-3 tienen efectos supresores sobre la inmunidad
innata y adaptativa (Galli & Calder, 2009). In vitro, en cultivos celulares los
efectos de los Omega-3 han denotado la supresion de la proliferacion de
de LT (Fowler, Chapkin, & McMurray, 1993), asi como en la interrupcion de
su senalizacion dada por la disminucion de la desfosforilacion y

translocacion nuclear del factor de transcripcion (NFAT) y contencion de la
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transcripcion de genes involucrados en la activacion de células T (Yog,
Barhoumi, McMurray, & Chapkin, 2010).

En los LT CD4 se sabe que el fenotipo Thl sintetiza citocinas
proinflamatorias como IL-2, IFN-y y TNF-B, y que los Omega-3 pueden
orientar este fenotipo al fenotipo Th2 que es considerado antiinflamatorio
al secretar IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Kim et al., 2010).

También se ha visto que la ingesta de Omega-3 tales como DHA y EPA
resultan en su integraciéon a los fosfolipidos de la membrana celular, esto
fue encontrado en linfocitos, macréfagos, y neutréfilos recuperados de
ratas y ratones alimentados con estos Omega-3, (Chapkin, Akoh, & Miller,
1991) lo que puede alterar la produccidon de eicosanoides después de una
estimulaciéon durante la respuesta inmune, debido a que el sustrato inicial
para la sintesis de eicosanoides es un fosfolipido de membrana y al haber
una mayor consumo de Omego-3, estos se enconfrardn en mayor

canfidad que el AA.

De modo que, el AA que es el sustrato para la produccidon de eicosanoides
como prostaglandinas, fromboxanos, leucotrienos y lipoxinas por medio de
las enzimas COX, LOX y las enzimas del citocromo P450. El EPA compite con
el AA para integrarse a los fosfolipidos de la membrana celular, ya que
también es un sustrato para las enzimas encargadas de la sintesis de
eicosanoides, los eicosanoides del EPA son andlogos a los del AA,

existiendo entre ellos diferencias estructurales (Calder, 2015).

Laslas diferencias de los eicosanoides del AA y el EPA fue demostrado en
una comparacion del efecto quimioatrayente de leucocitos por parte de
un LTBS (derivado del EPA) confra un LTB4 (derivado del AA), donde el
segundo resultd ser de 10 a 100 veces mds potente (Goldman, Pickett, &
Goetzl, 1983; Lee et al., 1984).
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Todo lo anteriormente descrito ha llevado a la propuesta de que los
Omega-3 son un modulador de la inflamacion que pueden reducir la

gravedad de las enfermedades inflamatorias como la periodontitis (Sculley,
2014).
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CAPITULO I

ACIDOS GRASOS OMEGA-3 Y LA PERIODONTITIS

“Hasta la fecha, los estudios que han evaluado la asociacion entre los
niveles de DHA/EPA y periodontitis han reportado resultados
contradictorios” (B. Chee, 2015), pero como resultado del conocimiento de
sus acciones anfiinflamatorias y su aparente falta de efectos adversos, la
suplementacion con Omega-3 se ha convertido en un posible
coadyuvante en el fratamiento de enfermedades inflamatorias como la
periodontitis (Bendyk et al., 2009).

En este sentido, algunos estudios han demostrado en modelos
experimentales de periodontitis realizados en roedores y conejos que la
suplementacion dietética con Omega-3 puede suprimir los niveles
gingivales de AA, PGE2 y LTB4, (Alam SQ, 1991) disminuyendo asi la

inflamacion.

También se ha observado que ratas alimentadas con Omega-3 presentan
niveles séricos altos de DHA y EPA, teniendo una menor cantidad de
pérdida o6sea alveolar después de la infeccidbn con Porphyromonas
Gingivalis, en comparacion con ratones alimentados con aceite de maiz
(Kesavalu et al., 2006). Siguiendo esta corriente terapéutica, se demostrd
en ofro modelo murino con periodontitis inducida con Porphyromonas
Gingivalis, que la dieta rica en aceite de atun que tiene un alto contenido
en DHA y EPA puede reducir la pérdida ésea alveolar desde un 54% hasta
un 72% (Bendyk et al., 2009).

In vitro se ha visto que los Omega-3 pueden inhibir la diferenciacion,

activacion y funcion de los osteoclastos, que resulta en niveles reducidos
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de RANKL (Rahman MM, 2008), lo que conlleva en una menor pérdida
oseq.

Conforme a los experimentos anteriormente citados se puede entender
que los estudios del efecto de los Omega-3 tanto en animales como in
vitro, arrojan resultados positivos de la administracion de Omega-3; en una
menor pérdida ésea, una menor produccion de citocinas proinflamatorias

y hasta una inhibicidon de la diferenciacion de monocitos en osteoclastos.

Por otfra parte, los estudios de la suplementaciéon alimenticia con Omega-3
en la periodontitis en humanos son contradictorios, ya que como a
continuacion se muestra, algunos estudios observan cambios clinicos
significativamente benéficos, y otros estudios solo observan cambios a nivel
celular sin que estos cambios celulares se expresen resultados clinicamente

favorables.

Las contradicciones entre los estudios en humanos pueden deberse a la
falta de control de las poblaciones a estudiar que posiblemente no lleven
a cabo las indicaciones asignadas para el estudio, por lo que se necesitan
mas estudios en humanos que confrolen efectivamente los factores que

pudieran hacer variar los resultados de las investigaciones.

En un estudio con humanos se ha revisado la progresion de la enfermedad
periodontal relaciondndola con la administracion diaria de 947,1 mg de
DHA y 635.2 mg de EPA a lo largo de 5 anos en 36 ancianos japoneses de
ambos sexos, donde se observd que la pérdida de insercion fue 49% mayor
en los sujetos con bajo consumo de DHA y EPA en relaciéon a los sujetos con
un alto consumo de DHA y EPA (lwasaki M, 2010).

En ofro estudio frasversal en el que se incluyeron 351 participantes, se

encontré que a menor niUmero de dientes (un marcador sustituto putativo

21




para la periodontitis), habia menor cantidad de EPA en las membranas de

los globulos rojos (Hamazaki K, 2006).

En un estudio diferente se indujo gingivitis a persona sanas a través de la
inferrupcion de la higiene bucal durante 3 semanas, posteriormente, 37
sujetos fueron escogidos aleatoriamente de los cuales fueron divididos en
dos grupos, un grupo recibid 1,8 g de Omega-3 y al ofro grupo se le dio
placebo (aceite de oliva) durante 21 dias. Se observdé que la
concenfracion de Omega-3 fue significativamente mayor en los tejidos
gingivales del grupo experimental, pero no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en relacion a los niveles de AA, PGE2 y
LTB4, aunque se encontrd una disminucion no significativa en la
inflamacion gingival en el grupo con Omega-3 (Campan, Planchand, &
Duran, 1997).

En un ensayo clinico con pacientes que presentaban PC consumieron 3 g
de Omega-3 o placebo, todos los pacientes recibieron instrucciones de
higiene oral y fueron monitoreados durante 28 semanas. Para el grupo que
tomdé Omega-3, hubo un aumento significativo en la cantidad de Omega-
3 totales en las membranas de gldbulos rojos a las 8 y 16 semanas, sin
haber mejoras significativas en los resultados clinicos, estos resultados
sugieren que los Omega-3 como monoterapia (es decir, sin la eliminacion
del cdiculo supra e infra gingival) no mejora los resultados de la PC, o su
efecto se ve disminuido por la deficiencia de la higiene oral (Parulkar M,
2009).

Con anterioridad se habld sobre los subproductos derivados de los Omega-
3 como la Resolvina E1, la cual se ha utilizado tépicamente en un modelo
de conejo con periodontitis inducida por Porphyromonas Gingivalis, el
resultado fue que la Resolvina E1 impidié casi por completo la pérdida de

hueso alveolar, (Hasturk H, 2007) con una reduccién en la profundidad de
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las bolsas periodontales y un retorno en la arquitectura de los tejidos
blandos; histoléogicamente se reveld la regeneracion del hueso por la
restauracion de la altura de la cresta 6sea alveolar, la eliminacion de los
defectos intradseos, y regeneracion del cemento radicular con un

ligamento periodontal organizado (Hasturk et al., 2006)

Por parte de la protectina D1, reduce la secrecion de TNF-a y la secrecion
de IFN-y, promueve la apoptosis de los LT (Bento, Claudino, Dutra, Marcon,
& Calixto, 2011) y reduce la transmigracion de PMN a través del endotelio

disminuyendo asi la inflamacién (Shinohara, Mirakaj, & Serhan, 2012).

A pesar del gran avance en la investigacion del efecto benéfico de los
dcidos grasos Omega-3, aun es necesario adquirir un mejor entendimiento
sobre el efecto del suplemento alimenticio con los dcidos grasos Omega-3,
en la respuesta inmune e inflamatoria de los tejidos periodontales, asi como

la dosificacion adecuada capaz de inhibir la destruccion periodontal.
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JUSTIFICACION

La desregulacion y falta de resolucion de la inflamacion es considerada
actualmente una de las principales causas de la progresion y severidad de
la periodontitis. Convencionalmente se emplean fratamientos que se
centran en el control y eliminaciéon bacteriana, dejando de lado la
modulacion de la respuesta inflamatoria, por lo tanto se deben buscar
tratamientos adyuvantes que sean factibles y capaces de modular los
mecanismos inmunolégicos que destruyen el periodonto. En ese sentido se
ha visto que los Omega-3 disminuyen la inflamacion y por ende la
destruccion periodontal, sin embargo no se conoce por completo el
mecanismo de accidon por el cual tienen estos efectos a nivel
inmunoldgico. Por lo que en esta investigacion se analizaron sus efectos

inmunomoduladores.

HIPOTESIS

Los ratones con PC alimentados con dcidos grasos Omega-3 fendrdn

disminuciéon de la inflamacion y por lo tanto menor pérdida ésea alveolar.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de suplementar la dieta con dcidos grasos Omega-3 en
la pérdida 6sea alveolar y en algunos pardmetros inmunoldgicos en un

modelo murino de periodontitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratones C57BL/6 con o sin enfermedad periodontal inducida con
Porohyromonas Gingivalis, y con o sin suplemento alimenticio con dcidos

grasos Omega-3:

e Evaluarla pérdida ésea alveolar.
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Determinar la concentracion de citocinas Th1 y Th2 en suero.
Determinar la produccion de anticuerpos IgG especificos

contra Porphyromonas Gingivalis.

Inmunoidentificar poblaciones de linfocitos y células

presentadoras de antigeno en ganglios cervicales.
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MATERIAL Y METODOS

Esquema 1. Esquema que resume la metodologia utilizada.

CAPITULO 1lI
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Esquema 2. Cronologia experimental

ANIMALES

Se adquirieron 24 ratones C57BL/6 hembras de 6 semanas de edad, que se
mantuvieron en ambientes estériles, fueron divididos en 4 grupos de 6
ratones cada uno, 2 grupos con PC y 2 grupos sin PC (sanos); los cuales

fueron alimentados de la siguiente manera:

e PC + Rodent Diet 5001+ DHA, EPA.
e PC + Rodent Diet 5001.
e Sano + Rodent Diet 5001 + DHA, EPA.

e Sano + Rodent Diet 5001.

SUPLEMENTACION ALIMENTICIA CON OMEGA-3

Tanto un grupo con PC como un grupo sano recibieron suplemento
alimenticio con 352.7mg/kg peso de ratén de DHA+EPA (Bendyk et al.,
2009), equivalente a 2g/kg peso en humano. El suplemento fue

administrado cada 24 horas via intragdstrica desde el inicio del

27




experimento hasta 12 horas antes del sacrificio, teniendo un total de 70

dosis (Esquema 2).

INDUCCION DE PERIODONTITIS

Al dia 48 del experimento se les realizd la antibioticoterapia profildctica
(Baker, Evans, & Roopenian, 1994) a todos los ratones colocdndoles en sus
bebederos 15 ml de sulfametazol con trimetoprim de 400mg/ 80mg/ Sml en
300ml de agua en un periodo de 12 dias, transcurrido este fiempo se
dejaron cuatro dias para la eliminaciéon del fdrmaco del organismo de los
ratones. Al dia 63 se comenzd con la induccion de la PC realizando una
ligadura en los segundos molares superiores a los ratones de los grupos
asignados para la induccion de PC con sutura de polipropileno 6-0
(Esquema 2) (Abe & Hajishengallis, 2013) .

Al dia 64 del experimento se comenzd a inocular 1x10? de Porphyromonas
Gingivalis (Baker, Dixon, & Roopenian, 2000) resuspendida en 100yl de
carboximetilcelulosa al 2%, colocando 50 upl en la zona del pliegue
mucogingival adyacente a cada la ligadura, dejando pasar 48 horas entre
la primera y segunda inoculacion, 24 horas entre la segunda y tercera, 24
horas enfre la tercera y cuarta y 24 horas enfre la cuarta y quinta (dias 64,
66, 67, 68 y 69)(Esquema 2).

OBTENCION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS

Se sacrificaron todos los ratones pasados 71 dias de la suplementacion
alimenticia con DHA y EPA. Se recuperaron los sueros para la deteccion de
anticuerpos y citocinas por medio del centrifugado de la sangre obtenida
por puncioén infracardiaca, se recuperaron los maxilares para determinar la

pérdida o6sea por fincion de azul de metileno y eosina (Abe &
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Hajishengallis, 2013), fambién se obtuvieron los ganglios linfaticos cervicales

para su andlisis celular por medio de citometria de flujo (Esquema 2).

INMUNOIDENTIFICACION CELULAR EN LOS GANGLIOS LINFATICOS
CERVICALES

Se disectaron los GLC (Esquema 3) y fueron colocados sobre hielo en RPMI
enriquecido con 200 ul de suero fetal bovino, estos ganglios se maceraron
y las células fueron colocadas en un fubo falcdn de 15 ml y filtradas en tela
de organza, cada tubo falcon se aforo a 10 ml y se centrifugo durante 10
minutos a 1500 RPM, se retird el sobrenadante y se resuspendid la pastilla
celular con 1 ml de RPMI limpio y se pasd a un tubo eppendorf, se llevd a la
centrifuga y se cenfrifugo durante 5 minutos a 1500 RPM, se retird el

sobrenadante y se resuspendié con Tml de RPMI limpio.

a) b)

Esquema 3. a) Mapeo de los ganglios linfaticos cervicales y de sus estructuras adyacentes
por medio de ultrasonido de alta frecuencia y tincion Hy E (Walk, 2014). b) Se observa la

localizacién de un ganglio linfatico cervical.

La solucidn se dividid en 2 tubos eppendorf debidamente rotulados para su
posterior tincidon, todos los tubos se aforaron a Iml con RPMI y se
cenftrifugaron a 1500 RPM durante 10 minutos, se les retiro el sobrenadante,

posteriormente se les agrego a todos los tubos 10ul de anticuerpo CD16/32
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y se incubaron en hielo durante 10 minutos, posteriormente se les colocd
25ul de anticuerpo de la fincidbn que le correspondia a cada tubo,

teniendo en total 2 finciones:

e Tincion 1: Identificacion de linfocitos: CD3-FITC, CD4-PECy5, CD8-APC
y CD19-PE.

e Tincidn 2: Identificacion de MCH en células presentadoras de
antigeno: MCHI-FITC, MCHII-PECyS5, CD11c-APC y CD103-PE.

Un tubo se dejo sin tincidn como conftrol de isdétopo y auto fluorescencia.
Todos los tubos se dejaron 30 minutfos incubados en hielo, después se
lavaron las células con 1ml de PBA y se centrifugaron por 7 minutos a 1500
RPM, se les refird el sobrenadante y se fijaron con 300ul de
paraformaldehido al 1%, se resuspendieron y fueron colocados en tubos
para citometria previamente rotulados y fueron guardados en la oscuridad

a 4° C hasta su lectura.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCINAS Th1 Y
Th2 EN SUERO

Para la determinacion de citocinas Thl, Th2 se obtuvieron los sueros de los
ratones de cada grupo al momento del sacrificio. La sangre se obtuvo por
puncion intracardiaca, una vez que el ratdon fue sacrificado por sobredosis
de anestesia. La sangre obtenida fue cenfrifugada a 3000 rpom por 10

minutos para separar el suero, que fue guardado a -20°C hasta su andlisis.

Se usaron 50 pl de suero de cada animal control y experimental para la
deteccidén de IFN-y, IL-2, TNF-q, IL-4 e IL-5 con el kit CBA’s mouse Th1, Th2 de
BD por medio de citometria de flujo. Se siguieron las instrucciones del

fabricante.
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS IgG1 E
IgG2 EN SUERO

Se realizd una prueba de ELISA indirecta para la determinaciéon de titulos
de IgGl e IgG2. Se recubrieron pozos con lisados de Porphyromonas
Gingivalis, se les coloco diferentes diluciones del suero obtenido de los
diferentes grupos de estudio, y se puso un anficuerpo peroxidado anti
mouse IgG. La reaccion se revelo con el uso de ABTS con perdoxido de
hidrégeno al 10%. Los resultados se obtuvieron mediante absorbancia a
700nm. Se calcularon los titulos de anticuerpo mediante la ecuacion de la

curvda.

MEDICION DE LA PERDIDA OSEA ALVEOLAR

Después que se obtuvieron los hemimaxilares, fueron descarnados, se
colocaron durante10 minutos en cloro concentrado para aclararlos, se
dejaron 1 minuto en agua para eliminar el exceso de cloro, posteriormente
se sumergieron 15 minutos en azul de metileno al 1% y 0.5% de eosing, se
colocaron 5 minutos en agua y 5 segundos en agua corriente para eliminar
el exceso del colorante. Técnica modificada de (Abe & Hajishengallis,
2013).

Posterior al procesamiento de los hemimaxilares, la pérdida ésea fue
medida desde la unidbn amelocementaria hasta la cresta ésea alveolar
con ayuda de un explorador de conductos insertdndole un tope de silicon,
transportando esta distancia a un calibrador vernier con una precision de
0.02 mm, tomando como referencia de sondeo todos los surcos y cuspides
presentes en los fres molares tanto por vestibular como por palatino, dando

un total de 18 sifios de sondeo:
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e En el primer molar 10 sitios (cuUspide mesiopalatina - cUspide
mesiovestibular, surco mesiopalatino - surco mesiovestibular, cUspide
palatina - cuUspide vestibular, surco distopalatino - surco
distovestibular y cUspide distopalatina — cUspide distovestibular).

e En el segundo molar 6 sitios (cUspide mesiopalatina - cUspide
mesiovestibular, surco palatino - surco vestibular, cUspide
distopalatina — cUspide distovestibular.

e En el tercer molar 2 sitios (cUspide palatina — cuspide vestibular) (Abe
& Hajishengallis, 2013).

Se verificaron las medidas a fravés de tomografia computarizada donde se
midid la pérdida ésea horizontal y vertical por medio de la identificacion

de las densidades 6seas, del esmalte y dentina (Figura 1).

Figura 1. Determinacion de pérdida de hueso alveolar por medio de tomografia

computarizada.
ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron con una n de 6 y los resultados fueron
analizados con ayuda del programa Graph Pad, mediante una prueba de

ANOVA seguida de una prueba de Tukey
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CAPITULO IV

RESULTADOS

DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA LA PORPHYROMONAS
GINGIVALIS

Con el objefivo de verificar que se llevd a cabo la infeccidon con
Porohyromonas Gingivalis, se fomaron muestras sanguineas 7 dias después
de la Ultima inoculacion bacteriana y se midieron los tfitulos de anticuerpos
especificos IgG contra Porphyromonas Gingivalis. Observamos que |os
grupos que fueron infectados tenian antficuerpos especificos anti 1IgG
Porphyromonas Gingivalis. Lo que nos permitié validar el modelo murino de

PC con esta bacteria. (Figura 2)

Figura 2. Altas concentraciones de anticuerpos especificos anti- Porphyromonas Gingivalis
fueron enconfradas en los grupos a los que se les indujo PC. Los resultados fueron
analizados mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01

vs control ;*p<0.05 vs control.
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LOS OMEGA-3 DISMINUYEN LA PERDIDA OSEA ALVEOLAR EN LA PC

Es notable en la tomografia computarizada y en las mediciones realizadas,
que la PC en conjunto con la administracion de Omega-3 disminuye la
pérdida 6sea alveolar, en comparacion con el grupo de PC sin suplemento

alimenticio con Omega-3. (Figura 3)
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Figura 3. Comparacion del nivel éseo entre los cuatro grupos. a) en las superficies
vestibulares es notable una mayor pérdida dsea alveolar en el grupo con PC,

especialmente en el segundo y tercer molar, se observa menor pérdida ésea alveolar en
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los ratones con PC + Omega-3 en comparacién a los de PC. También se aprecia que los
ratones sanos con suplementacién alimenticia con Omega-3 tienen mayor nivel éseo
alveolar que los ratones sanos, presentando una diferencia significativa solo en el surco
mesiovestibular del primer molar. En la superficie palatina se puede corroborar que los
dcidos grasos Omega-3 disminuyen la pérdida &sea alveolar. Los resultados fueron
analizados mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01

vs control; *p<0.05 vs control.

LOS OMEGA-3 DISMINUYEN SIGNIFICATIVAMENTE LAS CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS IL-2 Y TNFa PRESENTES EN EL PLASMA

Con el fin de determinar la concentracion de citocinas proinflamatorias en
el plasma sanguineo se realizd el andlisis por medio de citometria de flujo,
donde es notable que los ratones con PC + Omega-3 tienen una menor
concentraciéon de IL-2 y TNF-a en comparacion con los ratones con PC sin
la suplementacion alimenticia, esto también es visible con respecto al IFN-

Y, pero no es representativo (Figura 4).

Figura 4. Bajas concentraciones de citocinas proinflamatorias IL-2 y TNF-Q en ratones con

PC+Omega-3 en relacién con los ratones con PC sin suplementacion alimenticia.
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No se observan diferencias significativas en IFN-y. Los resultados fueron analizados
mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01 vs conftrol;

*p<0.05 vs conftrol.

LOS OMEGA-3 AUMENTAN LAS CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS PRESENTES
EN EL PLASMA COMO LA IL-5.

Con el fin de determinar la concenfracion de citocinas anfiinflamatorias en
el plasma sanguineo se realizé el andilisis por medio de citometria de flujo,
donde es notable que los ratones con PC + Omega-3 fuvieron una mayor
concenfracion de IL-5 en comparacion con los ratones con PC, esto

también es observable en la IL-4 pero no es significativo (Figura 5).

Figura 5. Altas concentraciones de la citocina antiinflamatoria IL-5 en ratones con
PC+Omega-3 en relacién con los ratones con PC sin suplementacion alimenticia. No se
observan diferencias significativas en la concentraciéon de IL-4. Los resultados fueron
analizados mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01

vs conftrol; *p<0.05 vs control.
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LOS OMEGA-3, NO INDUCEN UN CAMBIO EN LAS POBLACIONES DE
LINFOCITOS PRESENTES EN LOS GLC EN LA PC.

Con el objetivo de observar los cambios en las poblaciones celulares de
linfocitos en los GLC se realizd el andlisis mediante citometria de flujo. Se
observé una menor concentracion de LT en los ratones enfermos con PC
en relacion a los sanos, sin observarse una diferencia significativa entre el
grupo de PC y el grupo de PC + Omega-3. No se enconfraron diferencias
enfre las poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8* entre los grupos. Se observd
una mayor concentracion de LB en los ratones enfermos con PC en
comparaciéon a los sanos, pero no existen diferencias significativas entre el

grupo de PC vy el grupo de PC + Omega-3 (Figura 6).

Figura 6. Identificacion de linfocitos en GLC de los cuatro grupos de estudio. Las células
fueron tenidas y analizadas por citometria de flujo. En presencia de PC con o sin
suplementacién con Omega-3 existe una menor cantidad de LT y mayor cantidad de LB

en comparacion con los GLC de los ratones sanos. Los resultados fueron analizados
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mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01 vs conftrol;

*p<0.05 vs conftrol.

LAS CELULAS 103* CD11c- DISMINUYEN EN LA PC CON O SIN LA
SUPLEMENTACION ALIMENTICIA DE OMEGA-3. LOS OMEGA-3 DISMINUYEN
LA CANTIDAD DC’s CD103* CD11c*EN LOS GLC, EN LA PC

Con el propdsito de observar los cambios en las poblaciones de células
presentadoras de antigeno, se analizd el ndédulo linfatico cervical por
medio de citometria de flujo. Se encontré que las DC’s CD103* CD11c* se
encuentran en mayor concenfracion en los ganglios de los ratones que
tienen PC en comparacion con los ratones sanos, y que disminuye la
concenfracion de estas células en ratones con PC + Omega-3 en
comparaciéon con los ratones con PC.

Las células CD103* CD11c- disminuyen en los ratones con PC y los ratones
con PC + Omega-3 con respecto a los controles, sin haber diferencias entre

los dos grupos de PC. (Figura 7).

Figura 7. Identificacion de células CD103*CD11cy DC’s CD103* CD11c* en los GLC de los
cuatro grupos de estudio. Las células fueron tenidas y analizadas por citometria de flujo.
Los ratones con PC presentaron un mayor porcentaje de CD103+* CD11c*comparados con
los ratones sanos, por otra parte, los ratones con PC + Omega-3 tuvieron menor cantfidad

de CD103* CDI11c* en comparacion con los ratones con PC. Las células CD103+* CD11c-
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disminuyen en la PC con o sin suplementacién de Omega-3. Los resultados fueron
analizados mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey. **p<0.01

vs control; *p<0.05 vs control.

LAS DC’s CD103* CD11c* DE LOS RATONES CON PC + OMEGA-3 EXPRESAN
MENOR CANTIDAD DE MCHII EN COMPARACION A LOS RATONES CON PC.
Con la finalidad de determinar la activacion de la poblacidn de DC’s
CD103* CD11c* se midio la intensidad media de fluorescencia (MFI) del
MCHII por medio de citometria de flujo.

La expresion de MCHII disminuyd considerablemente en las DC’s de los
ratones con PC+ Omega-3 en relaciéon a los ratones con PC y a las de los

sanos con suplementacion alimenticia de Omega-3. (Figura 8)

Figura 8. Andlisis de la MFI del MCHII de las DC’s CD103* CD11c* por medio de citometria
de flujo.

Los ratones con PC + Omega-3, expresan significativamente menor cantidad de MCHII,
que los ratones con PC vy los ratones sanos con suplementacion alimenticia con Omega-3;
inclusive su expresion de MCHII es menor que el expresado por las DC’s CD103+CD11c*de
los ratones sanos. Los resultados fueron analizados mediante una prueba de ANOVA

seguida de una prueba de Tukey. **p=<0.01 vs control; *p<0.05 vs control.
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LAS CELULAS CD103* CD11c- DE LOS RATONES CON PC + OMEGA-3
EXPRESAN MENOR CANTIDAD DE MCHIl EN COMPARACION A LAS DE LOS
RATONES CON PC.

Con la finalidad de determinar la activacion de la poblacidon de células
CD103* CDl11c, se observo el porcentaje y se midié la MFI del MCHII por
medio de citometria de flujo.

Las células CD103* CD11c- de los ratones con PC expresan mayor cantidad
de MCHIl en comparacion con las de los ratones sanos y omega-3. La
expresion de MHCII en las células de los ratones con PC+ Omega-3 fue
menor en comparacion con la de las células de los ratones con PC y es

similar a la de los ratones sanos. (Figura 9)

Figura 9. Andlisis del porcentaje y de la MFI del MCHII de las células CD103* CD11c- por
medio de citometria de flujo. Las células CD103* CD11c- de los ratones con PC + Omega-
3, expresan significativamente menor cantidad de MCHII, que los ratones con PC. Los
resultados fueron analizados mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de

Tukey. *p=<0.01 vs control; *p<0.05 vs control.
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DISCUSION

En esta investigacion hemos revisado la respuesta inmunoldgica de ratones
con PC vy suplementacion alimenticia con dcidos grasos Omega-3 en
comparaciéon a ratones con PC sin suplementacion alimenticia y con
ratones sanos. Para ello se determind la concentracion de anticuerpos
para anti-Porphyromonas Gingivalis, se midid la pérdida dsea alveolar, se
analizaron los ganglios linfaticos cervicales por citometria de flujo, y se
realizd la determinacion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en

suero.

Los resultados demuestran que hubo una menor pérdida ésea alveolar en
el grupo con PC+Omega-3 en comparacion con el grupos con PC, este
resultado es comparable con el obtenido en un estudio de PC en un
modelo murino alimentado con aceite de atun, donde observaron que
estos ratones presentaban pérdida &sea alveolar entre un 54% a 72%

menos respecto a los controles (Bendyk et al., 2009).

Encontramos que los dcidos grasos Omega-3 disminuyen la concentracion
de citocinas proinflamatorias en el plasma como la [L-2 y TNF-a, pero no en
IFN-y, esto también fue observado en ofro estudio donde los LT de ratdn
alimentados con una dieta rica en DHA y EPA disminuye la secrecion de IL-
2 y la expresion de IL-2 mRNA (Jolly, McMurray, & Chapkin, 1998).

También es mencionado en otros escritos que la protectina D1 derivada de
Omega-3 inhibe el TNF-a,(Bannenberg & Serhan, 2010) (Serhan, Yacoubian,
et al., 2008) (Serhan, Chiang, & Van Dyke, 2008) (Serhan & Chiang, 2013),
igualmente in vitro se observd que el EPA inhibe la produccién de TNF
inducida por endotoxina por monocitos cultivados (T.E. Novak, 2003) (Zhao,
Joshi-Barve, Barve, & Chen, 2004).
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Un estudio in vivo reportd que la alimentacion con aceite de pescado en
un modelo murino disminuia la produccion de TNF, IL-1p e IL-6 por los
macrofagos  estimulados con endotoxina  (Billiar et al.,, 1988) (Renier,
Skamene, DeSanctis, & Radzioch, 1993). También en macréfagos tratados
in vitro con DHA y EPA se reducen la secreciobn de citocinas

proinflamatorias (Calder, 2009).

Igualmente ha sido reportado que la posible respuesta a la disminucion de
citocinas proinflamatorias Th1 en presencia de Omega-3 es por la muerte
celular inducida por activacion (AICD), como se observd en esplenocitos
murinos, donde después de su incorporacion en las balsas de lipidos, indujo
AICD en células Th1 (Swifzer, McMurray, Morris, & Chapkin, 2003) (Switzer,
Fan, Wang, McMurray, & Chapkin, 2004). Otros autores explican que la
disminucién de citocinas proinflamatorias se debe al cambio del fenotipo

Th1 al Th2 producido por los Omega-3 (Liblau, Singer, & McDevitt, 1995).

Vimos que los dcidos grasos Omega-3 aumentan la concentracion de
citocinas antiinflamatorias en el plasma como la IL-5, esto puede deberse a
gue como ya se menciond los Omega-3 pueden orientar el fenotipo Th1 al
fenotipo Th2, considerado como anti-inflamatorio, secretando IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13 (Liblau et al., 1995). Esto coincide con otro estudio en el que
observaron que el aceite de pescado en la dieta aumentd
significativamente el porcentaje de células Th2 polarizadas y suprimidé el
nimero de células Thil(Kleemann, Scott, Worz-Pagenstert, Nimal
Ratnayake, & Kolb, 1998).

Observamos que los dcidos grasos Omega-3, no produjeron cambios en
las poblaciones de linfocitos presentes en los GLC en la PC, puesto que hay
una mayor concentracion de LT en los ratones sanos que en los enfermos
con PC y no se observan diferencias significativas entre el grupo de PC y el

grupo de PC+ Omega-3, esto puede deberse a que después de ser
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activados los LT comienzan su clonacion, y posteriormente migran al sitio
de infecciéon. Nuestros resultados son diferentes a los resultados reportados
en experimentos in vitro, donde se observd que el DHA y EPA pueden inhibir
la proliferacion de células T (Calder, Bond, Bevan, Hunt, & Newsholme,
1991) (P.C. Calder, 1992).

No enconframos diferencias significativas de LT CD4 y LT CD8 enfre los
grupos, sin embargo, se observdé una mayor concentracion de LB en los
ratfones enfermos con PC en comparacion a los sanos, pero sin haber
diferencias significativas entre el grupo de PC y el grupo de PC + Omega-3,
quizd sea resultado de la clonacion que se da después de que los LT

activan a los LB.

En la PC se observd un aumento de las DC’s CD103+* CD11c* y también un
aumento de MCHII en estas células, en la PC + Omega-3 disminuyeron las
DC’s CD103+* CD11c* asi como su expresion de MCHIl. Se observd una
disminucion de las células CD103* CD11c en los ratones con PC con o sin
suplementacion alimenticia con Omega-3, observando una reducciéon en
la expresion de MCHIl en las células de las ratones con PC + Omega-3;
estos resultados son parecidos a los reportados en un experimento donde
las DC’s expuestas a DHA se manfienen inmaduras después de su
estimulacion con LPS, ya que se caracterizan por una falta o bagja
expresion de MHCII, CD40, CD80, CD86, y CCR7, asi como la falta de
produccion de citocinas proinflamatorias, (Kong et al., 2010) (Wang, 2007)
(Zapata-Gonzalez, 2008) (Zeyda et al., 2005) (Kong, Yen, & Ganeaq,
2011)

De la misma manera se reportd en otro experimento donde se purificaron
de la médula ésea DC’s que derivaron a CD11c, expuestas a DHA durante

24 h y estimuladas con LPS 24 horas después, que la expresion de MCHII es
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inhibida por el DHA, tanto en términos de porcentaje de células positivas

para MCHII, como en la intensidad de fluorescencia. (Kong et al., 2011)
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CONCLUSIONES

El suplemento alimenticio con Omega-3:

e Disminuye la inflamacion por medio de la disminucidn de los niveles

de citocinas proinflamatorias TNF-a e [L-2.

e Incrementa la concentracion de IL-5 de tipo antiinflamatorio.

e Disminuye la pérdida 6sea alveolar.

e En el ganglio linfatico cervical reduce las poblaciones de células
dendriticas CD103* CD11c*.

e Reduce la expresion de MCHIl en las DC’s CD103* CD11c* y en las
células CD103+CD11c-.

Nuestros resultados indican que el suplemento alimenticio con Omega-3 es

capaz de disminuir la respuesta inflamatoria en el periodonto y por lo tanto

la destruccidn periodontal.
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