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ALA Acido Alfa Linoléico
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PUFA’s Polyunsaturated Fatty Acids (Acidos Grasos Poliinsaturados)
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RESUMEN

Introduccidon: La periodontitis crénica (PC) es un padecimiento inflamatorio de origen
multifactorial, iniciado por la proliferacion de bacterias patégenas y sus productos, no
obstante, se ha sefialado que los mediadores inflamatorios producidos de forma excesiva
por la activacién de la respuesta inmune del huésped son los principales responsables de
la destruccién severa de los tejidos periodontales. En multiples estudios se ha reportado
gue gran parte del dafio periodontal, es causado por las metaloproteinasass de la matriz
(MMP’s) entre las que destacan en el periodonto la MMP-2 y MMP-9, cuya constante
activacion acelera la degradacién de la matriz extracelular. En afos recientes, se ha
establecido la necesidad de modular el proceso inflamatorio como parte fundamental del
tratamiento periodontal a través de terapias que busquen no solo disminuir la destruccién
de los tejidos de soporte del diente, sino que permitan su éptima recuperacion. En este
sentido se ha estudiado el uso de acidos grasos omega-3 (03) los cuales son obtenidos de
la dieta y que se ha visto poseen potentes propiedades inmunoreguladoras. Por esta razén
es importante evaluar si su uso tiene algun efecto sobre la expresion de la MMP-2 y MMP-
9 asi como en la destruccion de los tejidos periodontales. Objetivo: Evaluar
histolégicamente el efecto de los acidos grasos omega-3 (n-3 PUFA) en la destruccion e
inflamacién periodontal en un modelo de periodontitis murina. Metodologia: 24 ratones
C57BL/6 fueron divididos en 4 grupos: Sanos (S), Sanos con suplemento alimenticio con
03 (03), Periodontitis crénica (PC) y con PC con suplemento alimenticio con O3 (PC+03), a
los ratones que les correspondia el suplemento alimenticio se les administraron acidos
grasos O3 (DHA+EPA) por 70 dias, a los grupos correspondientes se les indujo PC
realizando una ligadura en los segundos molares superiores adjunto con la inoculacién de
Porphyromonas gingivalis. Se analizd la destrucciéon de hueso alveolar por medio de
tincidn con azul de metileno. Se realizaron cortes histolégicos y se tifieron con
Hematoxilina y Eosina (H & E) para determinar el grado inflamatorio, se realizé la tincién
con Sirius Red para evaluar las fibras de colagena y de los vasos sanguineos. Por ultimo, se
realizdé inmunohistoquimica para MMP-2 y MMP-9. Resultados: El suplemento alimenticio
con 03 reduce la pérdida del hueso alveolar durante la periodontitis, asi como el infiltrado
inflamatorio en los tejidos adyacentes a los segundos molares. Evité la degradacion
excesiva de las fibras de colagena en el periodonto y disminuyd el edema y promovié la
reparacion tisular. Disminuyo la expresion de MMP-9 y aumenté la expresién de MMP-2
en el periodonto. Conclusiones: El suplemento de la dieta con O3 reduce la inflamacién y
la destruccién de los tejidos en la periodontitis murina.



ABSTRACT

Introduction: Chronic periodontitis (CP) is an oral inflammatory disease of multifactorial
origin, initiated by the proliferation of pathogenic bacteria and their products. However, it
has been noted that the inflammatory mediators produced excessively during the immune
host response, are the main responsible for the severe destruction of the periodontal
tissues. In multiple studies, it has been reported that most of the damage suffered by
tissues during CP, is caused by matrix metalloproteases (MMP's), among which MMP-2
and MMP-9 are the most common and whose constant activation accelerates the
degradation of the extracellular matrix. In recent years, the necessity of modulating the
inflammatory process has been established as a fundamental part of periodontal
treatment, through therapies that seek not only to decrease the destruction of the
supporting tissues of the tooth but also to allow its optimal recovery. In this sense, the use
of omega-3 (03) fatty acids which are obtained through diet has been studied and have
demonstrated powerful immunoregulatory properties. For this reason, it is important to
evaluate if its use has any effect on the expression of MMP-2 and MMP-9 as well as on
periodontal tissues destruction. Objective: To evaluate histologically the effect of omega-
3 fatty acids (n-3 PUFA) in periodontal inflammation and destruction in a periodontitis
murine model. Method: 24 C57BL / 6 mice were divided into 4 groups: healthy (S), healthy
with food supplement with O3, chronic periodontitis (PC) and with PC and dietary
supplement with O3 (PC + 03). S+03 and Pc+03 groups, received 03 fatty acids nutritional
supplement (DHA + EPA) for 70 days. Ligatures were placed in the upper second molars
together with the inoculation of Porphyromonas gingivalis in PC and PC+03 groups. The
destruction of alveolar bone was analyzed by staining with methylene blue. Hematoxylin
and Eosin stains (H & E) were used to determine the inflammatory degree, Fast Green
with Sirius Red to evaluate the state of the collagen fibers and blood vessels.
Immunohistochemistry to observe MMP-2 and MMP-9 expression. Results: Omega-3
dietary supplement reduces alveolar bone loss during periodontitis and inflammatory
infiltrate in second molar adjacent tissues. Prevents excessive degradation of periodontal
fibers, decreases edema and promotes tissue healing. Enhances MMP-2 expression and
reduces MMP-9 in periodontium Conclusions: O-3 dietary supplement reduces
inflammation and destruction of periodontal tissues.



CAPITULO 1. INTRODUCCCION

La enfermedad periodontal (EP) es una patologia crénica de la cavidad oral que
comprende un grupo de condiciones inflamatorias, mismas que afectan las estructuras de
soporte de los tejidos dentales (1). Es provocada inicialmente por la presencia de bacterias

patégenas y sus productos en la superficie dental.

LA EP se divide en dos grupos principales: la gingivitis y la periodontitis. La primera, se
considera un estado inicial, limitado a los tejidos blandos. El tratamiento oportuno de la
gingivitis es reversible y tiene un prondstico favorable. Por otro lado, la periodontitis, es
un estado avanzado e irreversible, caracterizado por la destruccion de multiples
estructuras del periodonto como el hueso alveolar, que conlleva a la pérdida de los

dientes.

El impacto de la placa dental y los biofilms sobre la etiologia de las enfermedades que
afectan el periodonto ha sido estudiado ampliamente a lo largo de los afios. Es decir,
durante décadas la periodontitis se ha considerado como una consecuencia de la acciéon
de grupos de bacteria especificos, y se han diseflado protocolos que se basan

ampliamente en la remocidn de las bacterias patégenas y terapias antibioticas.

Sin embargo, los descubrimientos recientes han llevado a los investigadores a cuestionar
si la proliferacidn de bacterias en contacto con los tejidos periodontales es la Unica causa
para el desarrollo de la periodontitis; particularmente la evidencia que demuestra que la
respuesta inmune inflamatoria del huésped juegan un papel importante en el desarrollo y

progreso de la enfermedad (2).

En otras palabras, existe un impacto simbidtico entre la susceptibilidad de la respuesta
inmune de cada persona, y la accidon de los microorganismos tanto comensales como
patdgenos sobre dicha respuesta, lo anterior lleva a la destruccién de los tejidos

periodontales, incluyendo la pérdida de hueso alveolar (2).



1.1. PERIODONTITIS

La periodontitis es un padecimiento de la cavidad oral de origen multifactorial que incluye
procesos infecciosos e inflamatorios crénicos, estos afectan los tejidos de soporte del
diente tales como las encias, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar; es decir, la
placa dentobacteriana (PDB) inicia y mantiene la inflamacién; y la continuidad del proceso
inflamatorio favorece la formacion de bolsas periodontales, la pérdida de insercion de las
fibras periodontales y por ultimo la destruccién del hueso alveolar ocasionando la pérdida

eventual de los érganos dentarios (3, 4).

1.1.2. Epidemiologia
La periodontitis créonica es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
como la segunda enfermedad bucal con mayor prevalencia a nivel global, y aparece como
la sexta enfermedad inflamatoria crédnica mds comun en cabeza y cuello en el reporte The

Global Burden of Disease (4).

Pese a la falta de cifras exactas, se estima que entre el 10 % y el 15% de la poblacién

adulta mundial padece algun tipo de periodontitis (5).

En términos generales, la periodontitis representa un problema de salud publica a nivel
mundial y pese a que se han promovido multiples estrategias para su prevencion, la
influencia de diversos factores como la edad, las adicciones, el estrés, los cambios
hormonales, el sexo, una higiene oral deficiente, entre otros, aumentan de manera

significativa el riesgo de padecer periodontitis (6).

Adicionalmente, la periodontitis guarda una estrecha relacién con enfermedades
sistémicas como la obesidad, la diabetes mellitus e hipertensién lo cual puede agravar el

estado de quien la padece (7).

1.1.3. Clasificacion
La Academia Americana de Periodontologia (AAP) en 1999, introdujo la clasificacion para

la periodontitis, misma que hoy en dia se ha usado ampliamente para el diagndstico de



esta enfermedad. Dicha clasificacién propone dos principales grupos para la enfermedad:

periodontitis crénica (PC) y periodontitis agresiva (PA) (Figura 1) (8).

La PC es la forma mds comun de este padecimiento y se presenta principalmente en
adultos. El término crénico hace referencia a la lenta progresién de la patologia; esta
forma se subclasifica en localizada o generalizada dependiendo el porcentaje de sitios que
presentan la enfermedad (<30% vs >30% respectivamente), y su severidad se determina
con base en la pérdida de la insercion clinica del ligamento periodontal, que se designa

como leve (1-2 mm), moderada (3-4 mm) o severa (>5 mm) (9).

En el caso de la PA existe una rdpida evolucion de la enfermedad con destruccidn severa
de los tejidos periodontales en pacientes con escasos agentes causales locales o

sistémicos. Se subclasifica de igual forma que la PC (10).

El sistema de clasificacion de la AAP toma en consideracién factores como la edad de
establecimiento de la enfermedad, la apariencia clinica de la misma, la tasa de progresion
de la enfermedad, la flora microbiana patégena y las enfermedades sistémicas. La figura 1

muestra las subdivisiones de la PC, segln la AAP.

PERIODONTITIS A. LOCALIZADA
CRONICA B. GENERALIZADA
PERIODONTITIS A. LOCALIZADA
AGRESIVA B. GENERALIZADA
PERIODONTITIS COMO A. ASOCIADA A DESORDENES HEMATOLOGICOS
MANIFESTACION DE ENFERMEDES
SISTEMICAS B. ASOCIADA A DESORDENES GENETICOS

ENFERMEDADES PERIODONTALES A. GINGIVITIS ULCERATIVA NECROTIZANTE (GUN)

LIEETE A0S B. PERIODONTITIS ULCERATIVA NECROTIZANTE (PUN)

A. ABSCESO GINGIVAL

ABSCESOS DEL PERIODONTO B. ABSCESO PERIOTONDAL
C. ABSCESO PERICORONAL

PERIODONTITIS ASOCIADA A

LESIONES ENDODONTICAS A. LESIONES ENDOPERIODONTALES
A. FACTORES LOCALIZADOS RELACIONADOS CON EL DIENTE
QUE MODIFICAN O PREDISPONEN LA PRESENCIA DE
CONDICIONES Y ANOMALIAS DEL GINGIVITIS/PERIODONTITIS
DESARROLLO O ADQUIRIDAS B. ANOMALIAS Y  CONDICIONES  MUCOGINGIVALES

ALREDEDOR DE LOS DIENTES

C. CONDICIONES Y ANOMALIAS MUCOGINGIVALES EN
CRESTAS DESDENTADAS

D. TRAUMA OCLUSAL

Figura 1. Clasificacion de la Periodontitis AAP, 1999.
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1.1.4. Etiopatogénesis

La PC es el resultado de un ambiente de disbiosis provocado por el aumento de bacterias
anaerobias de tipo Gramm negativo como la Porphyrommonas gingivalis, el Treponema
denticola, la Prevotella intermedia, el Fusobacterium nucleatum, el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, entre otras, que contribuyen a la persistencia de una respuesta

inflamatoria exacerbada en el periodonto (9).

Estudios tempranos sobre la periodontitis proponian la hipdtesis de que la acumulacion de
bacterias adyacentes al margen gingival, provocaba la formacién de placa dentobacteriana
(PDB), conocida hoy en dia como biofilm, y consecuentemente provocaba inflamacién

gingival seguida de la destruccién periodontal (11).

Por otro lado, se ha considerado que la participacidon de los microorganismos por si solos
son insuficientes para explicar la destruccién periodontal; es por esto que factores del
huésped como la respuesta inmune, los factores ambientales, los genéticos y los

sistémicos, son igualmente importantes para determinar y desarrollar la enfermedad(12).

La figura 2 muestra la intervencion de los factores genéticos y ambientales en la

destruccién de los tejidos periodontales.

En las Ultimas décadas diversos autores se han enfocado en la compleja interaccion de la EP y la
han catalogado como una enfermedad multifactorial; por esto, la importancia del sistema
inmune en el desarrollo de enfermedades crénicas como la periodontitis, ha captado la

atencidn de las investigaciones enfocadas a prevenir y tratar dichas enfermedades.

Por ejemplo, en condiciones normales de salud, en donde no existen factores que
modifiquen el proceso inflamatorio, este entra a un ciclo de resolucién programado v el
sistema inmune del huésped es capaz de promover la eliminacién del agente causal, para

proceder a la reparacién de los tejidos (6).

Por el contrario, en la PC, estas vias de resolucion de la inflamacidon se encuentran
alteradas, dando como resultado una respuesta inflamatoria crénica que conlleva a la

destruccion de los tejidos (9).
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La respuesta inflamatoria en la PC se caracteriza por el incremento en la proliferacion de
células del sistema inmune, que a su vez se encargan de producir excesivas cantidades de
citocinas proinflamatorias como las interleucinas IL-1B, IL-6, TNF-a y otros mediadores
inflamatorios como la prostaglandina E; (PGE;), dichas moléculas favorecen inicialmente la
sintesis de enzimas que degradan el tejido conectivo de soporte como las

metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP’s) (13).

Posteriormente en fases avanzadas, las MMP’s provocan la activacién de la resorcion ésea
mediada por osteoclastos a través de la unién del receptor activador de NF-kB (RANK) y su

ligando RANK (RANK-L) (14).

| Factores Genéticos

Anticuerpos Citocinas

Reto Respuesta Metabolismo

Microbiano Y- inmuno- Prostancides dseo y del

(biofilm, PDB inflamatoria del tejido

y célculo) huesped conectivo
Otros factores

t

[ Factores ambientales y adquiridos |

Productos de la destruccion tisular y cambios ecologicos

Figura 2. Modelo de etiopatogénesis de la PC propuesto por Kornman, (1997).
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1.2. PARTICIPACION DEL SISTEMA INMUNE EN LA PROGRESION DE LA
PERIODONTITIS

La inflamacidén en el periodonto es una respuesta del sistema inmune que comprende una
defensa compleja y organizada, la cual involucra una serie de cambios vasculares y
celulares cuyo fin es la limitar el dafio, eliminar el agente causal y permitir la reparacion de

los tejidos (15).

Durante este proceso participan los mecanismos de la inmunidad innata, que se
caracteriza por ser una reaccion rapida e inespecifica, mientras que en la inmunidad
adaptativa participan sistemas de reconocimiento especificos que activan células vy

moléculas que amplifican la respuesta contra un agente daiiino (16).

ComuUnmente se trata a la inmunidad innata y adaptativa como eventos aislados, sin
embargo, ambos operan en conjunto, complementandose mutuamente para regresar los

tejidos a su estado de homeostasis habitual (11).

La progresion de la periodontitis se divide en cuatro fases: lesidn inicial, lesién temprana,
lesion establecida y lesién avanzada (11). A continuacidn, se describen brevemente cada

una de ellas.

Con la formacidn del biofilm en las superficies de los dientes, hay un aumento de bacterias
patdgenas y sus productos toxicos entran en contacto con la primera barrera de defensa:
el epitelio bucal y la saliva (6). Este proceso surge en un lapso de 1 a 4 dias y corresponde
a la lesion inicial. Aunque clinicamente no se aprecian cambios considerables, a nivel

celular y molecular suceden multiples eventos (Figura 3 Ay B) (17).

Una vez iniciada la respuesta inflamatoria, las células epiteliales producen una serie de
citocinas de tipo proinflamatorio como la IL-1, IL-6 y TNF-a, con el fin de promover la

activacion de las distintas células de defensa y amplificar la respuesta inflamatoria (15).
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Los mastocitos o células cebadas se encargan de liberar aminas vasoactivas,
principalmente histamina, lo que provoca el incremento de la permeabilidad vascular de

los capilares gingivales, vasodilatacién y la activacion del endotelio vascular (11).

Este ultimo evento contribuye al reclutamiento de grandes cantidades de neutroéfilos y

otros leucocitos PMN hacia el surco gingival por medio del gradiente quimiotdctico (15).

A pesar de que los neutréfilos también actuan en el periodonto en condiciones de salud,

sus mecanismos de defensa parecen ser insuficientes para controlar la disbiosis (18).

La siguiente etapa es la lesion temprana, la cual se desarrolla en 4-10 dias y participan los
mismos mecanismos de la lesién inicial Ante la continua multiplicacién de las colonias
bacterianas, estas son capaces de corromper el epitelio y penetrar en el tejido conectivo
subyacente en donde pequefias cantidades de colagena y otros componentes de la matriz
extracelular comienzan a ser degradadas. Los neutréfilos y células residentes producen
otro tipo de citocinas como la IL-8 e IL-2 de forma excesiva para activar otras células de

defensa como macréfagos y linfocitos (Figura 3 Cy D)(11).

Los macréfagos responden ante una variedad de productos bacterianos por lo que
constituyen una de las fuentes principales de moléculas inflamatorias con alto potencial
destructivo, como el TNF-a, la PGE; y una gran variedad de MMP’s como la MMP-2 y

MMP-9, estas ultimas responsables de |la degradacion de la coladgena (18).

Clinicamente se puede percibir un ligero aumento en la produccién de liquido gingivo
crevicular, edema, cambios en el contorno y coloracidn de las encias ademas de sangrado
leve a moderado al sondear. Aunque estos cambios no parecieran ser alarmantes, recibir
un tratamiento oportuno en esta etapa es fundamental ya que, hasta este punto, la

enfermedad periodontal es reversible y la recuperacién de los tejidos aun es posible (19).

Al haber transcurrido 2-3 semanas, se considera una lesion establecida. En esta etapa, la
PDB se extiende por debajo del surco gingival dando lugar a la formacién de la bolsa

periodontal; proporcionando un mayor acceso a los agentes patégenos, mismos que
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invaden el tejido conectivo subyacente, e incrementando al mismo tiempo el infiltrado de

células inmunitarias (Figura 3 D)(17).

En esta etapa las células dendriticas, viajan al nédulo linfatico mas cercano, para presentar
los antigenos bacterianos a los linfocitos T. Como respuesta, los linfocitos proliferan de
forma clonal dando lugar a la respuesta inmune celular dependiente de la activacion de

los linfocitos T cooperadores (TH) como los Thl, Th2, Th17 o T reguladoras (Treg) (14).

El infiltrado inflamatorio en este punto estd representado entonces por abundantes
cantidades de linfocitos T y B, estosproducen citocinas involucradas en la diferenciacién
de los linfocitos B hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos especificos para

las bacterias causantes de la periodontitis (15).

Hasta este punto una gran parte de la destruccion periodontal es causada por las enzimas

activadas por las diferentes células del sistema inmune como las MMP-2 y MMP-9 (20).

Clinicamente es evidente el edema, la pérdida de insercién de las fibras periodontales y

profundizacion de las bolsas (19).

Al no existir un control de la infeccidn, el proceso inflamatorio es perpetuado, dando lugar
a una lesion avanzada. Esta fase se caracteriza por la disrupcion de los mecanismos
encargados de la remodelacion ésea, en donde la resorcion se ve favorecida por una

activacion continua de los osteoclastos mediante la via RANKL-RANK (15).

A la exploracién clinica se observa que ademas de la formacidn de bolsas periodontales,
los tejidos se observan ulcerados y con supuracién. La pérdida 6sea puede provocar

movilidad dental hasta causar la pérdida del drgano dentario (Figura 3 E) (17).

La Figura 3 muestra las diferentes etapas de la evolucidn de la periodontitis crdnica.
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Figura 3. Mecanismos que participan en la inflamacién periodontal (Elaboracion propia).
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Para el estudio de los mecanismos de respuesta del huésped, se han propuesto multiples
modelos, el mas usado es el propuesto por Page y Schroeder en 1976 (18), el modelo se
basa en las caracteristicas clinicas e histoldgicas de los tejidos humanos y de animales a los

cuales se les ha inducido la enfermedad, o la han adquirido de forma natural.

El modelo de Page y Schroeder ha sufrido modificaciones con el paso del tiempo, con el fin

de profundizar en los mecanismos inmunitarios y su relacién con las enfermedades (12).
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1.3. MECANISMOS DE DESTRUCCION DE LAS METALOPROTEINASAS DE LA
MATRIZ EXTRACELULAR EN LA PERIODONTITIS

Las MMP’s son las proteasas clave involucradas en las enfermedades periodontales
destructivas. Son una familia de mas de 25 proteasas dependientes del zinc, su estructura
estd compuesta por un pro-dominio auto inhibitorio para la latencia enzimatica con un

dominio catalitico, una regidn bisagra y un dominio tipo hemopexina (21).

Comunmente, las MMP’s son expresadas como zimdgenos inactivos, y el pro-dominio
debe desprenderse de la regidn catalitica para su activacion, lo anterior lo hace por medio

de la accion de una cisteina (22).

La funcion de las MMP’s es degradar las proteinas que integran la matriz extracelular
(MEC), activando al mismo tiempo diferentes moléculas sefial; y el desbalance en su
produccién repercute en la progresidon de diversas enfermedades como la periodontitis

(21)

Las MMP’s se dividen en cuatro subclases, dependiendo de la especificidad del sustrato en
el que actuan: A) colagenasas (MMP-1 y MMP-8, MMP-13 y MMP-18); B) gelatinasas
(MMP-2 y MMP-9); C) estromelisinas (MMP-3, MMP-10 o MMP-11 y MMP-7) y D) las
recientemente descubiertas MMP’s transmembranales (MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17 y MT1-MMP) (23).

La MMP-2 y la MMP-9, son de las proteasas mas comunes en lesiones periodontales
avanzadas, ya que se encargan de degradar primordialmente la colagena tipo IV, aunque
también degradan coldgena tipo |, lll, V, XI y lamininas, en menores cantidades. Lo
anterior es consecuencia de sus dominios de fibronectina tipo Il, estos les permiten

adherirse a las gelatinas de la MEC (24).

También se ha reportado que la MMP-2 es capaz de activar a la MMP-9 y MMP-13 a

través de un sistema de cascadas proteoliticas (21).
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En la cavidad oral, la principal fuente de MMP-2 y MMP-9 son las células PMN, los
fibroblastos, las células epiteliales y endoteliales (24). Ante la presencia de
microorganismos patdgenos, la produccién masiva de citocinas de tipo proinflamatorio
por parte de esta células es capaz de inducir la sintesis de MMP’s, por lo que es
considerado uno de los mecanismos indirectos de la destruccién de los tejidos de soporte

del diente (22).

La expresion de la MMP-2 es constitutiva, es decir que participa en procesos fisiolégicos y
puede ser inducida por diferentes moléculas entre las que destacan factores de
crecimiento como el TGF-B y citocinas como la IL-8 y el INF-y. De manera similar la MMP-9
es inducida por diversos factores como el EGF, TGF-1, el TNF-a, la IL-1 B y el INF-y, por lo

gue tiene una participacién importante durante el proceso inflamatorio (25).

Un balance entre la activacion de MMP’s y sus inhibidores enddgenos (TIMP’s) es
fundamental para el mantenimiento de la estructura de los tejidos, por lo que cualquier
desbalance en este proceso conlleva a la destruccién patolégica tisular como es el caso de

la PC (24).
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1.4. AGENTES FARMACOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA
INFLAMACION PERIODONTAL

El tratamiento convencional de la PC ha sido enfocado a la eliminacién y control del
componente bacteriano, para lo cual se han establecido técnicas mecanicas, quirdrgicas y

farmacoldgicas.

Sin embargo, el uso de agentes farmacoldgicos para el tratamiento de la enfermedad
periodontal conlleva una serie de efecto secundarios, tales como la resistencia
antimicrobiana y la citotoxicidad por el uso prolongado de algunos farmacos. Lo anterior
ha llevado a los investigadores a buscar nuevas estrategias para el tratamiento de la

inflamacidén cronica.

En los ultimos anos la busqueda de agentes terapéuticos para la modulacién del huésped,
la llamada inmunoterapia, ha tomado mayor relevancia en el tratamiento de las

enfermedades crénicas inflamatorias (26).

En el aspecto farmacoldgico, se han propuesto el uso de tres clases de agentes: A) los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s), utilizados por su potente accion para disminuir
la sintesis de mediadores proinflamatorios como la PGE,. B) Las tetraciclinas de que
ademas de poseer propiedades antimicrobianas, tienen la capacidad de inhibir la actividad
de diferentes MMP’s, y C) los bifosfonatos utilizados para enfermedades caracterizadas

por la resorcién désea (27).

En cuanto los AINE’s, es bien sabido que poseen potentes mecanismos que contribuyen al
blogueo de la produccién de las ciclooxigenasas COX-1 (constitutiva) y COX-2 (inducida

por la activacién enzimatica y la inflamacién) (12).

A pesar de su efectividad, su uso crénico conlleva a complicaciones en el tracto
gastrointestinal y promueven el riesgo de eventos de hemorragicos, por lo que

representan una opcion poco viable (6, 28).
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Las tetraciclinas constituyen un grupo de agentes de amplio espectro, eficaces contra

muchas especies Gramm negativas incluyendo también bacterias periodontopatégenas.

La doxiciclina y la minociclina son hoy en dia, las tetraciclinas mas utilizadas en el
tratamiento de la EP. Estudios recientes han demostrado que el uso de doxiciclina o
minociclina en bajas dosis puede reducir la expresion de MMP’s en LGC y en los tejidos de
pacientes con periodontitis, y disminuyendo la profundidad de las bolsas periodontales y

de la pérdida 6sea alveolar (27).

No obstante, debido a las cantidades excesivas de bacterias y MMP’s presentes durante la
progresién de la PC, el uso de dosis bajas puede resultar insuficiente y el consumo de

cantidades mayores podria llevar a una resistencia antibidtica (11).

Los bifosfonatos son agentes farmacoldgicos usados con frecuencia para el tratamiento de
la osteoporosis y otros padecimientos en donde exista resorcién ésea patoldgica, por su

capacidad para inhibir la activacién de osteoclastos.

No obstante, se han publicado diversos estudios que reportan osteonecrosis y un efecto
anti-angiogénico cuando es administrado via intravenosa e incluso por via oral. Otros

efectos adversos incluye, alergia a los bifosfonatos e intolerancia gastrointestinal (29).

Otra opcién prometedora para el tratamiento dirigido a la modulacién del huésped es la
terapia anticitocinas, la cual ya ha sido usada para el tratamiento de enfermedades de
caracter inflamatorio La mayoria de estos agentes actiian contra la IL-1f y el TNF-a, por lo
gue se ha visto ayudan a disminuir la infiltracion de neutrdfilos, ademas de reducir los

niveles de éxido nitrico e inhibir la apoptosis (30).

Uno de los mayores inconvenientes de esta opcion terapéutica, es el principio de
redundancia funcional de las citocinas, el cual permite activar a una citocina alterna con la
misma funcion que la que se inhibe, ademas la terapia con estos agentes es sumamente

costosa para su administracion (12).
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De forma interesante, se ha estudiado el uso de acidos grasos 03, ya que han demostrado
poseer un gran valor antiinflamatorio en el tratamiento de enfermedades como la artritis,
la colitis ulcerativa, le asma, la esclerosis multiple, etc. En contraste con las opciones

anteriores, los efectos adversos del O3 son minimos (28).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. ACIDOS GRASOS 03 Y PERIODONTITIS

La resolucién de la inflamacién es un proceso modulado por mediadores endégenos como
agonistas inflamatorios. Por lo que el promover la sintesis de estos agonistas se ha vuelto
un blanco terapéutico atractivo para el control de enfermedades inflamatorias como Ila

PC. En este sentido se ha propuesto el uso de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) O3

(6).

Los acidos grasos O3 poseen un doble enlace a partir del tercer atomo de carbono del
grupo metilo terminal, lo cual determina su nomenclatura. Se consideran acidos grasos
esenciales ya que nuestro organismo no es capaz de sintetizarlos, por lo tanto, se deben
adquirir a través de la dieta, de alimentos como el pescado y algunas semillas como la chia

(31).

A partir de los alimentos mencionados, se obtiene el dcido alfa linolénico (ALA), que es el
precursor de la familia de acidos grasos n-3 y que es metabolizado mediante dos procesos:
la adicion de dobles enlaces (desaturacién via A® y A® desaturasas) y por el alargamiento

de la cadena del grupo acilo (elongacion a través de las elongasas) (32).

De esta forma el ALA se convierte en acido esteariddnico por accién de la A® desaturasa;
posteriormente este es elongado y se convierte en acido eicosatetraenoico, el cual es
convertido en acido eicosapentaenoico (EPA) por la A® desaturasa. El EPA es metabolizado
entonces en acido docosahexaenoico (DHA) o en eicosanoides a través de la via de las

ciclooxigenasas y las lipooxigenasas (32).

La conversion de EPA a DHA involucra la adicion de dos carbonos por las elongasas para
formar acido docosapentaenoico, al cual de igual forman se agregan dos carbonos mas
para producir acido tetracosapentaenoico. Mediante la A® desaturasa, se forma &cido
tetracosahexaenoico. Finalmente se remueven dos carbonos por la B-oxidacion y se

obtiene el DHA (32).
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En mamiferos, el proceso de desaturacién y enlongacion de los acidos grasos n-3 ocurre

principalmente en el higado (32).

Los 4cidos grasos son constituyentes importantes de la membrana celular de todas las
células eucariotas, ahi tienen un papel importante en el aseguramiento de un ambiente
apropiado para el funcionamiento de las proteinas de membrana, para el mantenimiento
de la fluidez de la membrana, la regulacién de las vias de sefalizacidn celular, la expresion
de genes ademas de que sirven como sustrato para la sintesis de mediadores lipidicos

(33).

El EPA y el DHA son precursores de las resolvinas y protectinas, las cuales poseen potentes
propiedades antinflamatorias e inmunoreguladoras. Se ha reportado que limitan la
proliferacion de neutrdfilos, promueven la fagocitosis de células apoptdticas para limpiar
el sitio de la lesién, y regulan la produccion de mediadores proinflamatorios siendo una

opcién prometedora para el tratamiento de la inflamacion en la periodontitis (34).

Investigaciones recientes, reportan que los efectos biolégicos del O3 se atribuyen a
diferentes mecanismos: (A) a la competencia bioquimica entre los acidos grasos O3 y los
06 por los las enzimas necesarias para la biosintesis de mediadores inflamatorios, (B) a la
unién con el receptor PPAR-y, (C) a la inhibicion de receptores tipo toll (TLR2/3/4), y (D) a
la sintesis de metabolitos que actian a favor de la resolucién del proceso inflamatorio

(31).

En ratas a las que se les suplementé la dieta con n-3 PUFA y se les inoculd con p. gingivalis
mostraron una resorcidn alveolar significativamente menor comparadas con grupos de

ratas con una dieta suplementada con aceite vegetal y con el grupo control (28, 35).

Mas aun, se ha visto que una dieta rica en acidos grasos como el DHA y EPA ayuda a
disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y a modular los mediadores pro vy

antiinflamatorios en sangre (6).

Ademas estudios in vitro de cultivos de osteoclastos aislados de ratones y estimulados con

distintas concentraciones de DHA, mostraron que este acido graso fue capaz de suprimir
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la proliferacién de células precursoras de osteoclastos y atenuar la activacién del RANKL

ademas de promover la apoptosis de osteoclastos (36).

En un estudio realizado en nuestro laboratorio® se evaluaron los efectos del suplemento
alimenticio con acidos grasos O3 en ratones de la cepa C57bl/6 con periodontitis inducida
por ligadura y p. gingivalis, y se encontrd que el O3 reducia la pérdida de hueso alveolar,

al comparar los ratones que tomaban el suplemento contra los que no.

Ademas, se correlacioné las concentraciones de citocinas proinflamatorias IL-2 y TNF-q,
disminuyendo la produccién de estas. Al mismo tiempo se observé un aumento de la

produccién de la citocina antiinflamatoria IL-5.

Otro efecto de la interrelacidon del O3 y la periodontitis se observé en el mismo estudio
sobre las poblaciones de células inmunoldgicas presentes en los nddulos cervicales de los
ratones con dieta suplementada y que tenian menor porcentaje de células dendriticas
CD103%, CD11c’ y MHCII*, sin embargo, no se observaron modificaciones en las

poblaciones de linfocitos Ty B (37).

Aunque que el uso de dacidos grasos O3 como una opcion viable para el tratamiento
periodontal, ya ha sido estudiada, la mayoria de los estudios se han enfocado en Ia
medicion de la pérdida dsea vertical, dejando de lado el estudio de los posibles

mecanismos inmunoreguladores locales y cambios histoldgicos provocados por el 03.

! Laboratorio de Investigacién Odontoldgica, Seccidn de Inmunidad Oral y Regulacién ésea,
FES Iztacala, UNAM.
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HIPOTESIS

El suplemento alimenticio con acidos grasos O3 disminuird la inflamacién y la destruccion
periodontal a través de disminuir el infiltrado inflamatorio, la destruccién de las fibras de

coldgenay la expresion de MMP-2 y/o MMP-9 en un modelo de periodontitis murina.

JUSTIFICACION

La busqueda de terapias profilacticas y/o coadyuvantes que se enfoquen en la modulacién
del proceso inflamatorio caracteristico de la periodontitis es fundamental para brindar un
tratamiento integral de este padecimiento. Una de las propuestas mas prometedoras es el
uso de acidos grasos O3 ya que se ha reportado contribuyen a la regulacién de los niveles
de mediadores proinflamatorios, promover la resolucién de la inflamacién y por lo tanto a
la disminucion de la destruccion ésea. No obstante, aun falta analizar los cambios
provocados por el O3 directamente en los tejidos periodontales para entender por

completo los mecanismos mediante los que ayuda a reducir la destruccién de los tejidos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar histolégicamente el efecto de los acidos grasos omega-3 (n-3 PUFA) en la

destruccién e inflamacién periodontal en un modelo de periodontitis murina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratones C57BL/6 a los que se les indujo periodontitis y fueron tratados con &cidos
grasos O3 y sus controles, ratones con periodontitis sin O3 y ratones sin periodontitis con

03:

e Medir la destruccion dsea alveolar.

e |dentificar el estado inflamatorio de los tejidos periodontales.

e |dentificar la remodelacidn y destruccién de fibras de coldgena mediante su grosor y la
Inmunoidentificacion de MMP-2 y MMP-9.

o Identificar la reparacién del periodonto o edema mediante el aumento en el nimero

de vasos sanguineos y su congestion.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

A continuacidn, la Figura 4, muestra la estrategia experimental que se utilizé en el presente
estudio.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
PC
~ PC+03
C57bi/6
KA . »
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p "\ Wi~
i / N A HA
\\ '.7 6.’\.._
Azul de metileno e
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Suplementacion nducoon de Qenodontms Obtencién de 1HQ Fast Green
de la dieta maxilares Sirius Red

Figura 4. Esquema que resume la metodologia utilizada.

3.1. ANIMALES

Para el experimento se utilizaron 24 ratones hembras de la cepa C57BL/6 de 6 semanas de
edad, de entre 18 y 21 gramos de peso; los cuales fueron mantenidos bajo condiciones de
bioterio. Los ratones se dividieron en 4 grupos: ratones sanos (Sano), ratones sanos con
suplemento alimenticio (S+03) ratones con periodontitis crénica (PC) y ratones con
periodontitis crénica y suplemento alimenticio (PC+03) cada grupo de 6 ratones. Los

grupos fueron tratados y alimentados de la siguiente manera:

e Sanos + Rodent Diet 5001 Autoclavable (S)

e Sano + Autoclavable Rodent Diet 5001 + GNC Fish Oil 1000mg (S+03)
e PC + Autoclavable Rodent Diet 5001 (PC)

e PC + Autoclavable Rodent Diet 5001 + GNC Fish Oil 1000mg (PC+03).

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala de la Universidad Nacional Auténoma de México (Numero:
CE/FESI/062015/1047) y se realizé de acuerdo con las recomendaciones mencionadas en

la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: “Especificaciones técnicas para la
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produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio” y la NOM-012-SSA3-2012, “Que

establece los criterios para la ejecucidn de proyectos de investigacién para la salud”.

3.2. SUPLEMENTO ALIMENTICIO CON OMEGA 3

El suplemento alimenticio, fue administrado via intragastrica con una dosis de 352.7
mg/kg de peso de DHA/EPA, lo cual es equivalente a 2 g/kg de peso en humano de

conformidad con las dosis recomendadas para el suplemento.

Esto se realizd diariamente a partir del dia 1 del experimento hasta las 12 horas antes del

sacrificio, por lo que cada ratén recibid un total de 70 dosis.

3.3. CEPA BACTERIANA

Para inducir la infeccidn periodontal, se utilizé cepa de P. gingivalis de ATTC (No. 53977).
Las bacterias fueron cultivadas en condiciones estandar indicadas por el proveedor en
agar sangre. La pureza de la cepa se verificé mediante la caracterizacion de las colonias de
bacterias en forma abultada, color negro, también se realizé la tincién gram negativa para
identificarlas. Las bacterias se cultivaron y se midié la densidad 6ptica a 600nm para

obtener 10° bacterias /mL

Para la induccion de la periodontitis se preparé una soluciébn en gel (2%
carboximetilcelulosa) que contenia 10° unidades formadoras de colonias bacterianas vivas

en 100pul de vehiculo por cada ratdn.

3.4. INDUCCION DE PERIODONTITIS

En el dia 48 se inicid la administracidon de antibioticoterapia profilactica a todos los grupos
mediante la colocacion de 15 ml de Bactrim® (Sulfametoxazol/trimetoprima de 200 mg/40

mg/ 5mL) en 300 ml de agua en un periodo de 12 dias.

Posteriormente se interrumpid la administracion del antibidtico y se esperaron 4 dias para
su eliminacién. Al dia 63 a los grupos PC y PC+03, se les anestesido con una solucién de

ketamina (10mg/ml) y xilacina (1mg/ml) via intraperitoneal (0.1ml/10g de peso de ratén).

La ligadura se colocé conforme a lo establecido por Abe et. al. (2013) (38).
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Brevemente, se colocd una ligadura en los segundos molares superiores comenzando a
insertar la sutura a través de los espacios interproximales y anudando la ligadura por la

cara vestibular del segundo molar usando sutura de seda 6-0 (Atramat®)

A las 24 horas se realizé la primera inoculacién con 1x10° de P. gingivalis resuspendida en
100p! de carboximetilcelulosa al 2%, colocando 50pl en el pliegue mucogingival adyacente
a la ligadura de cada molar. Se dejaron transcurrir 48 horas entre la primera y segunda
inoculacién, continuando con las inoculaciones cada 24 horas durante 3 dias seguidos

(28).

3.5. OBTENCION DE MUESTRAS

En el dia 71 del experimento, se sacrificaron a todos los ratones mediante sobredosis de
anestesia (ketamina / xylacina) y se recuperaron los maxilares. Posteriormente fueron
divididos a partir de los incisivos centrales. Unos hemimaxilares se tomaron para su
anadlisis morfométrico mientras que la otra mitad se usd para analisis histoldgicos e

inmunohistoquimicos.

3.6. MEDICION DE LA PERDIDA OSEA ALVEOLAR

La medicidn de la pérdida dsea se realizd conforme a los establecido por Hasturk et. Al
(2006) (39).

Brevemente, los hemimaxilares se hirvieron durante 10 minutos para facilitar la remocién
de los tejidos blandos, seguido de ello, se blanquearon durante 5 minutos en cloro
concentrado y se sumergieron durante 15 minutos en una solucion de eosina 0.5% y azul
de metileno 1%. Finalmente se lavaron y cepillaron por 5 minutos en agua corriente para

remover el exceso de colorante.

Después del procedimiento anterior, se midid la pérdida ésea alveolar tomando como
referencia inicial la unidén cemento-esmalte y hasta la cresta dsea alveolar en la superficie
bucal y palatina de los tres molares presentes Esto se realizdé con ayuda de un explorador
endododntico al cual se le colocé un tope de silicon y que fue posicionado tanto en los

surcos como en las cuspides (Tabla 1).
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La distancia obtenida fue transportada a un calibrador vernier analégico de precision

0.02mm y expresada en milimetros (14394, TRUPER®).

Tabla 1. Puntos de referencia para la medicion de la pérdida osea alveolar

. SUPERFICIES DE REFERENCIA SUPERFICIES DE REFERENCIA
ORGANO DENTARIO ;
(CUSPIDES) (SURCOS)
Cuspide mesiopalatina Surco mesiopalatino
Cl:lSplde mesiovestibular Surco mesiovestibular

Cuspide palatina
Cuspide vestibular
Cuspide distopalatina
Cuspide distovestibular

PRIMER MOLAR Surco distopalatino

Surco distovestibular

Cuspide mesiopalatina Surco palatino
Cuspide mesiovestibular Surco vestibular
Cuspide distopalatina

Cuspide distovestibular

SEGUNDO MOLAR

Cuspide palatina N/A

TERCER MOLAR Cuspide vestibular

Fuente: elaboracién propia.
3.7. HISTOLOGIA
Los hemimaxilares restantes se colocaron en frascos individuales para ser fijados con
paraformaldehido al 4% durante 48 horas a partir de su obtencidn. Transcurrido este
tiempo se lavaron con agua corriente y se descalcificaron con EDTA sddico al 7%. Por
ultimo, se incluyeron en Paraplast Plus® (P3683, for tissue embedding SIGMA-ALDRICH®) y

se realizaron cortes seriados de 4 de grosor en el micrétomo.

La evaluacion histoldgica se llevé a cabo con los protocolos de tincion de Hematoxilina y
Eosina (H & E) para determinar el grado de inflamacidn; y con la tincién de Sirius Red para

evaluar el estado de las fibras de colagena del periodonto.

Ademads, se realizaron estudios de inmunohistoquimica para evaluar la expresidon de
proteinas colagenasas utilizando los anticuerpos primarios MMP-2 y MMP-9. El andlisis de

las muestras fue verificado por un patélogo ajeno al experimento.
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La observacién de las laminillas se hizo en microscopio 6ptico (Axio LAb.Al, Carl Zeiss
Microscopy, LLC, USA) y se tomaron microfotografias con las magnificaciones 5x, 10x y 40x

de la zona de los tres molares (Axiocam ERc 5s, Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA).

3.8. IDENTIFICACION DEL GRADO INFLAMATORIO

En breve, se desparafinaron e hidrataron las laminillaspara su posterior incubacién en
Hematoxilina de Harris (H9627, SIGMA-ALDRICH®) durante 5-8 minutos. Se lavaron con
agua destilada y se realizaron bafios en alcohol dcido y agua amoniacal. Las laminillas se
sumergieron en Eosina alcohdlica (Eosin Y- C.I. 45380, SIGMA-ALDRICH®) y finalmente se
deshidrataron para montarse con resina Entellan® (Rapid Mounting Medium for

Microscopy, MERCK®).

El andlisis del infiltrado inflamatorio se realizé con base al método usado por Cantley, et.

al. (2011) (40).

Con las microfotografias de la magnificacién 40x, las cuales fueron divididas en cuatro
cuadrantes. Se contabilizaron todas las células observadas en cada fotografia y se obtuvo
el porcentaje de las células de tipo inflamatorio (linfocitos, células plasmaticas, neutrdfilos
y macroéfagos). Segun el porcentaje de las poblaciones celulares, se otorgaron los

siguientes valores listados en la Tabla 2.

Tabla 2. Escala de Inflamacion histoldgica

Tejido normal < 5% de células 0
inflamatorias

Inflamaciodn leve 5-20% de células 1
inflamatorias

Inflamaciéon moderada  20-50% de células 2
inflamatorias

Inflamacién severa >50% de células 3

inflamatorias
Fuente: elaboracion propia.
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3.9. EVALUACION DE LAS FIBRAS DE COLAGENA Y VASOS SANGUINEOS

Después de desparafinar e hidratar las laminillas, estas se incubaron durante 30 minutos
con una solucién saturada de 4cido picrico con Fast Green FCF al 0.2% (C.l. 42053 for
microscopy Certistain®) en frascos protegidos de la luz y a temperatura ambiente. Se
lavaron las laminillas 5 minutos en agua destilada y se incubaron 15 minutos en una
solucién saturada de 4cido picrico con Fast Green al 0.04% vy Sirius Red F3B al 0.1 % (ClI
35780, Direct red 80, SIGMA-ALDRICH®). Por dultimo, se lavaron las laminillas por 5

minutos con agua destilada y se deshidrataron previo a su montaje con Entellan®.

Las laminillas se observaron en microscopio dptico y se evaluaron las fibras de colagena
adyacentes al segundo molar maxilar de los distintos casos, segun el grosor de la
estructura de las fibras (Tabla 3). Las fibras de mayor tamafio y densas se tifien de guinda-
negrusco, mientras que las de menor calibre rojas. El hueso alveolar tifie rojo para el

colorante debido a su matriz extracelular compuesta de coldgena.

Tabla 3. Parametros para la evaluacion de fibras de coldgena

Fibras Densas

Fibras Delgadas

Predominantemente Densas

Fibras Mi ;
ibras Mixtas Predominantemente Delgadas

N/A Tejido Insuficiente para evaluar
Fuente: elaboracion propia.

Para el andlisis de los vasos sanguineos se utilizaron microfotografias de la magnificacion
40x y se evalud si habia congestidn o no de los vasos, si habia formacidén o no de nuevos

vasos y si su tamafio era grande o pequeio.
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3.10. INMUNODETECCION DE METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ

EXTRACELULAR
Al igual que en las tinciones anteriormente mencionadas, las laminillas se desparafinaron,

rehidrataron y se lavaron con agua corriente e ImmunoDNA washer 1X (Bio SB, Inc.).

Para la recuperacién del antigeno se sumergieron las muestras en Buffer de citratos (0.06
M; pH 6) y se utilizé una olla de presidn eléctrica durante 15 minutos en alta potencia. Las
muestras se colocaron en una de solucion bloqueadora de peroxidasa (0.3%
H,0,/Metanol absoluto) durante 20 minutos, para su posterior incubacion con BSA-PBS
(Tween 20) al 2% (Bovine Serum Albumin, A2058 SIGMA-ALDRICH®) durante 30 minutos.
Se incubaron las laminillas con los anticuerpos primarios MMP-2 y MMP-9 a 4°C toda la
noche.

Las diluciones y los anticuerpos utilizados se enlistan en la Tabla 4.

La reaccion se reveld con el kit Mouse/Rabbit ImmunoDetector Biotin HRP Label, Bio SB,
Inc., de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las laminillas se sometieron a

multiples lavados entre cada paso.

Una vez que el cromdgeno del kit hacia efecto se verificaba en el microscopio éptico, para
posteriormente detener la reaccién con agua destilada. Finalmente, se contratifié con
Hematoxilina de Mayers (C.I. 75290, SIGMA-ALDRICH®) y se deshidrataron las muestras

para su montaje con resina Entellan®.

La lectura de la expresion de proteinas por medio de inmunohistoquimica se realizdé con
base a la intensidad de la reaccidn y se les asigné un nimero entre 0 y 3. Donde “0”
corresponde a células negativas para la reaccion de peroxidasa, “1” corresponde a células
parcialmente positivas, con una intensidad media para la reaccién de peroxidasa y un
porcentaje del 50% de células positivas en la zona evaluada, “2” corresponde a células
positivas, con una intensidad media para la reaccidon de peroxidasa y un porcentaje del

75% de células positivas en la zona evaluada y “3” que corresponde a células altamente
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positivas, con una alta intensidad para la reaccién de peroxidasa y un porcentaje mayor al

50% de células positivas en la zona evaluada.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para la IHQ

ANTICUERPO  DILUCION CLON MANUFACTURA TIPO DE REACCION
Santa Cruz Biotechnology = -Heterogénea -
MMP-9 1:100 H-76 . L
(SC-10736) Expresion citoplasmatica
Santa Cruz Biotechnology  -Heterogénea -
MMP-2 1:100 H-129

(SC-10737) Expresion citoplasmatica

Fuente: elaboracion propia.

Se realizd en andlisis histoldogico de las siguientes estructuras periodontales: epitelio,
tejido conectivo subyacente al epitelio, fibroblastos, células similares a osteoclastos,

células inflamatorias, células similares a osteoclastos y células endoteliales.

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron con una “n” de 6 y los resultados fueron analizados
mediante una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey con ayuda del programa
Graph Pad versién 6.0.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. EL SUPLEMENTO ALIMENTICIO CON O3 DISMINUYE LA DESTRUCCION OSEA
ALVEOLAR

En las fotografias de los maxilares tefiidos con azul de metileno se observa menor pérdida
del tejido dseo en los grupos que fueron tratados con O3. Lo anterior se pude corroborar
en las graficas obtenidas a partir del registro de las mediciones llevadas a cabo en los tres
molares, en donde se aprecia que el grupo PC+03 tuvo menor destruccidon dsea en la
superficie vestibular del segundo y tercer molar en comparacion al grupo PC, mientras
gue en la superficie palatina la pérdida ésea fue similar entre los grupos con periodontitis,
(*)p<0.05cuando los grupos se compararon con el grupo Sano y (&)p<0.05 cuando se

compararon con el grupo de PC (Grafico 1 Ay B).

4.2. EL 03 REDUCE LAS POBLACIONES DE CELULAS INFLAMATORIAS EN LA
PERIODONTITIS.

El andlisis inflamatorio revelos el estado inflamatorio del tejido conectivo adyacente a la
raiz del segundo molar maxilar. Los casos en que no se contd con tejido suficiente para el

analisis histoldgico se les asignd un no aplica (N/A).

Del grupo Sano (S), se evalud la totalidad de los casos (6/6). Se muestran los tejidos
epiteliales y dseos con una estructura conservada y una inserciéon a nivel de la unién
cemento-esmalte. La mayoria de los casos presenté inflamacién nula (4/6; 67%) o escasa
(2/6; 33%) lo que indica que los tejidos se encuentran en condiciones normales (Figura 6

A, By Q).

En el grupo S+03 (4/6), el estado de los tejidos periodontales coincide con la descripcion
del grupo Sano, sin embargo, la mitad del grupo (3/6; 50%) presentd inflamacion ligera ya
gue se noté mayor presencia de células inflamatorias, principalmente leucocitos PMN. De
este grupo, se eliminaron 2 muestras ya que el tejido no era suficiente para llevar a cabo

el analisis (2/6; 33%) (Figura6 D, Ey F).
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Interesantemente, aunque el infiltrado inflamatorio es mayor en el grupo S+03
comparado con el grupo Sano, no se observé destruccion tisular significativa en las

muestras estudiadas.

Se analizaron todas las muestras del grupo PC (6/6), en donde los tejidos presentaron
cambios evidentes: se perdié la arquitectura del epitelio y la insercidon de las fibras
periodontales ademas de que disminuyd la altura del hueso alveolar. En el borde del
tejido 6seo se detectaron células multinucleadas, grandes con prolongaciones

citoplasmaticas, similares a osteoclastos.

Se determind que habia inflamacién moderada en todos los casos (6/6; 100%); el
infiltrado inflamatorio de este grupo estaba representado principalmente por macréfagos,

células plasmaticas y linfocitos PMN (Figura 6 G, H, I).

El grupo PC+03 (6/6), mostrd destruccion de los tejidos periodontales, sin embargo, esta
fue menor comparada con la destruccion observada en el grupo PC. El tipo de inflamacidn
observada en este grupo fue ligero (5/6; 83%) en la mayoria de los casos y uno de los

casos presento inflamacion moderada (1/6; 17%) (Figura 6 J, Ky L).

El anadlisis estadistico arrojé diferencias significativas entre el grupo Sano y PC (sin
inflamacidn vs inflamacidon moderada). También existieron diferencias entre los grupos PC

y PC+03 (inflamacidon moderada vs inflamacidn ligera) (Grafico 2).
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Grdfico 1. Cambios en la destruccion dsea alveolar.
Mediciones realizadas a partir de la tincion de los hemimaxilares con azul de metileno. Se observa menor destruccion

Osea de la superficie vestibular que en la palatina del segundo y tercer molar maxilar del grupo PC+03 en comparacion al
grupo PC.
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SANO

S+03

PC+03

Figura 5. Microfotografias de los hemimaxilares tefiidos con H y E.

(A, B, C) El grupo sano no presenta destruccion tisular. (D, E, F) Se observa un ligero aumento en el infiltrado inflamatorio
que no parece ser perjudicial para los tejidos. (G, H, 1) El grupo PC, muestra pérdida de la insercion de las fibras
periodontales, el infiltrado inflamatorio es mayor y se observan células similares a osteoclastos. (J, K, L). En el grupo
PC+03 aun se pude ver hueso alveolar en la zona interradicular y hay una reduccion del infiltrado inflamatorio.
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Grdfico 2. Incidencia del estado de inflamacion periodontal.

El grupo de PC+03 el grado de inflamacion es ligero en comparacion al grupo PC que presenta inflamacion moderada.

4.3. EL 03 EVITA LA DEGRADACION EXCESIVA DE LAS FIBRAS DE COLAGENA
Se realizé la evaluacién de la constitucidn de las fibras del periodonto a partir de la tincién
con Sirius Red con Fast Green como medio de contraste que tifien las estructuras de

colagenas y no coldgenas respectivamente.

En el grupo Sano (5/6), la tincion con Sirius Red tifie la coldgena de color rojo brillante, en
algunas zonas por la alta densidad de las fibras de coldgena se aprecia un color guinda-
negrusco en una estructura fibrilar perpendicular adyacente al segundo molar superior,
gue se inserta desde la unién cemento-esmalte a lo largo del area del cemento radicular.
Las fibras en su mayoria densas (4/6; 67% densas vs 1/6;16.6% mixtas
predominantemente densas) forman una red a lo largo de ambas raices y en la zona
interradicular en la que también es visible el hueso. Uno de los casos revisados, el tejido
se observd dafiado debido al procesamiento histolégico y este se clasifico como N/A

(1/16.6%) (Figura7 A, B, C, D y E)

De igual manera, en el grupo S+03 (6/6) se observan fibras de color rojo y guinda-

negrusco perpendiculares a la raiz del diente que se extienden ordenadamente y se
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insertan desde la unidén cemento-esmalte hasta el hueso alveolar. Las fibras de coldgena
son mixtas predominantemente densas en la mitad de los casos (3/6; 50%) En dos de los
casos, las fibras con predominantemente densas (2/6; 33.33%) y en uno el tejido se
observo dafiado debido al procesamiento histoldgico y este se clasific6 como N/A (1/6;

16.6%). (Figura F, G, H, 1y J).

Las fibras del ligamento periodontal del grupo PC (6/6) son mixtas predominantemente
delgadas (5/6; 83.33% vs 1/6; 16.6% N/A). Observamos el conjunto de fibras que se
insertan muy por debajo de la unién cemento-esmalte. Las fibras perpendiculares a la raiz
observadas se mezclan con haces de fibras desordenadas. Las fibras de coldgena
presentan un entrelazado laxo, delgado y con espacios vacios que probablemente

representan edema. En algunas zonas ya no se aprecia la arquitectura del ligamento.

El hueso alveolar tifie rojo para el colorante, pero presenta zonas que tifien de azul.

(Figura 7K, L, M, Ny O).

Por ultimo, el grupo PC+03 (6/6), muestra haces de coldgena mixtos predominantemente
delgados (5/6; 83.3%) que tifien de color rojo y guinda-negro. Las fibras se insertan por
debajo de la unidn cemento-esmalte y a lo largo de la raiz dentaria. A diferencia del grupo
PC que no recibié tratamiento, en la zona interradicular todavia se puede observar la
estructura de los haces de coldgena, sin embargo, las fibras se ven mas laxas con espacios
amplios entre ellas en comparacion al Sano y S+03. En este grupo se observé un caso con

fibras mixtas predominantemente densas (1/6; 16.6%) (Figura7 P, Q, R, Sy T).

Estadisticamente, se encontraron diferencias significativas entre el grupo Sano y Sano+03
con respecto a los grupos PC y PC+03 (*) p<0.05% cuando los grupos se compararon con

el grupo control (Gréfico 3).
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Figura 6. Microfotografias de los cortes tefiidos con Sirius Red. Para la evaluacion de las fibras de coldgena

(A, B, C, D, E) Grupo Sano. Se observan fibras densas. (F, G, H, I, J) Grupo S$+03. Se observan fibras mixtas
predominantemente densas. (K, L, M, N, N) Grupo PC Se ha perdido el orden e insercién de las fibras de coldgena que son
mixtas predominantemente delgadas. (O, P, Q, R, S) Grupo PC+03 En la zona interradicular se observan fibras tanto

delgadas como densas y el nivel es conservado.
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Grdfico 3. Incidencia de la calidad de las fibras de coldgena.

El grupo con PC+03 presenta fibras de coldgena mixtas predominantemente delgadas de forma similar al grupo PC.

4.4. SUPLEMENTAR LA DIETA CON O3 REDUCE EL EDEMA'Y
PROMUEVE LA REPARACION PERIODONTAL

En esta evaluacion se utilizaron los cortes histolégicos teiidos con Sirius Red y se tomaron en
cuenta tres aspectos: la congestion de los vasos que refiere edema en los tejidos, el nimero de los

vasos y el calibre de estos que denota la reparacion del tejido.

En el grupo Sano (6/6) se encontraron vasos de pequefio calibre y de morfologia circular (5/6;
83%), dispersos en el tejido conectivo adyacente a las raices del segundo molar. En la mayoria de
los casos no se observé congestidn vascular (4/6; 67%) y los vasos sanguineos son escasos (5/6;

83%) (Figura 7 A). Por lo que no se observa edema ni reparacion tisular.
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De manera interesante, en el grupo S+03 (6/6) se visualizaron vasos tanto pequefios como
grandes estos ultimos con morfologia ovalada (3/6; 50%). Ademas, de que se observd un ligero
aumento en la formacién de vasos sanguineos (3/6; 50%) con respecto al grupo Sano (Figura 7 B),

lo que sugiere una remodelacién tisular.

En los tejidos periodontales del grupo PC (6/6), predominaron los vasos de gran calibre (4/6; 67%)
con morfologia ramificada caracteristica del aumento en el proceso de formacidon de vasos
sanguineos (5/6; 83%). Dentro de su superficie se encontraron multiples cimulos de eritrocitos

(6/6; 100%) (Figura 7 C), por lo que se identifica edema e inflamacion en los tejidos.

El grupo PC+03 (6/6), presentd tamafio y morfologia de los vasos sanguineos muy parecida al
grupo Sano+03 (3/&; 50%), ya que se obtuvo el mismo porcentaje de incidencia en la congestién
de los vasos (4/6; 67%) y aunque se observd formacién de vasos, fue menor en comparacioén al
grupo PC que no recibié tratamiento (4/6; 67%) (Figura 7 D). Esto nos indica una reduccién en el

edema y mayor reparacion de los tejidos.

El analisis estadistico arrojé diferencias significativas entre el grupo Sano y el de PC, pero no entre
los grupos PC y PC+03. (*) p<0.05% cuando los grupos se compararon con el grupo control

(Gréfico 4).
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Figura 7. Microfotografias representativas de la caracterizacion del estado de los vasos
sanguineos en los diferentes grupos.

Las flechas indican, (A)Grupo Sano. Se muestran vasos pequefios y escasos en el tejido conectivo. (B) Grupo S+03. Se
observan vasos pequefios y grandes con aumento en el numero de estos. (C) Grupo PC. Presencia de grandes vasos
sanguineos congestionados. (D) Grupo PC+03. Los vasos son de menor calibre y nimero que el grupo PC, también se
observan menos congestionados.
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Grdfico 4. Cambios en el estado de los vasos sanguineos. El grupo con PC presenta una mayor cantidad de numero de
vasos sanguineos y congestionamiento de estos en comparacion con grupo Sano.

4.5. EL SUPLEMENTO ALIMENTICIO CON O3 DISMINUYE LA
EXPRESION DE MMP-9

La evaluacién de la expresién de MMP-9 y MMP-2 se realizd con base en la intensidad de
la reaccién de peroxidasa, la cual se observd particularmente en los compartimientos
correspondientes al citoplasma y ocasionalmente en el nicleo de células residentes en el

periodonto.

La expresion de MMP-9 en el epitelio del grupo Sano (5/6), fue predominantemente
positiva (+) especialmente en el estrato basal (4/6; 67%). Igualmente, el tejido conectivo
subyacente tuvo una expresion positiva (4/6; 67%). En esta zona se observan, ademas,
pequefios fibroblastos con morfologia estrellada, con expresion positiva (3/6; 50%) y en
algunos casos parcialmente positiva (-/+) (2/6; 33.3%). Las células endoteliales de este
grupo tuvieron una expresion negativa (-) (5/6; 83.33%). En el borde del hueso alveolar, se

observaron escasas poblaciones de células similares osteoclastos, cuya expresion proteica
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fue altamente positiva (+++) en la mitad de las muestras (3/6; 50%) y positiva en el resto
de ellas (2/6; 33.3%). Como se menciond con anterioridad, en uno de los casos el tejido no

era apto para realizar el andlisis, se les asigné como N/A (1/6; 17%) (Figura 8 A, B).

El epitelio bucal del grupo S+O3 (5/6) tuvo una expresidén parcialmente positiva (3/6;
50%), al igual que en el tejido conectivo subyacente (5/6; 83.3%). En este ultimo,
representado en su totalidad por poblaciones de fibroblastos pequenos y estrellados, cuya
expresion fue parcialmente positiva en la mitad del grupo (3/6; 50%), en dos casos fue
negativa (2/6; 33.3%) y en un caso fue N/A (1/6; 17%). Las células endoteliales mostraron
un ligero aumento en la expresion de MMP-9, siendo parcialmente positiva en la mitad de
los casos (3/6; 50%). Las células similares a osteoclastos ubicadas en el borde del hueso
alveolar eran escasas, pero tuvieron expresion positiva en dos casos (2/6; 33.3%) y
altamente positiva en dos casos mas (2/6; 33.3%). Se observaron algunas células
inflamatorias dispersas en el tejido con expresion negativa en dos casos (2/6; 33.3) y

positiva en dos casos mas (2/6; 33.3%) (Figura 8 C, D).

En el grupo PC (6/6) la expresion fue altamente positiva en el epitelio bucal y en el tejido
conectivo subyacente de mas de la mitad del grupo (4/6; 67%). Los fibroblastos pequefios
y estrellados eran escasos, con expresion altamente positiva en dos casos (2/6; 33.3%) y
parcialmente positiva en dos casos mas (2/6; 33.3%). En este grupo ya es posible observar
la presencia de fibroblastos grandes y ahusados con expresidn altamente positiva en tres
casos (3/6; 50%) y en dos casos fue negativa (2/6; 33.3%). Las células endoteliales son
predominantemente positivas para la expresion de la proteina (3/6; 50%).Se aprecian un
aumento considerable en el nimero de poblaciones de células similares a osteoclastos
ubicadas en el borde del hueso alveolar, con expresion altamente positiva en la totalidad
de los casos (6/6; 100%), al igual que en las células de tipo inflamatorio (5/6; 83.3%)
(Figura 8 E, F).

El grupo PC+03 (5/6), tiene una expresion parcialmente positiva en dos casos (2/6; 33.3%)
y positiva en dos casos mas (2/3; 33.3%) tanto en el epitelio bucal como en el tejido

conectivo subyacente. Las poblaciones de fibroblastos presentan morfologia pequefia y
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estrellada con expresién positiva (4/&; 67%). Hay algunos grupos de fibroblastos grandes y
ahusados positivos para la proteina (3/6; 50%). Asimismo, se aprecia menor presencia de
células inflamatorias cuya expresién en positiva (3/6; 50%). Las células endoteliales
muestran una expresion predominantemente negativa (3/6; 50%). En el borde del hueso
alveolar se observan células similares a osteoclastos escasas con expresidn es positiva
citoplasmatica para la proteina (2/6; 33.3%) y altamente positiva (2/6; 33.3%) (Figura 8 G,
H).

Estadisticamente se encontraron diferencias representativas en los grupos Sano y S+03 en
comparacion al de PC, (*) p<0.05 cuando los grupos se compararon con el grupo control

(Grafico 5).
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Figura 8. Microfotografias representativas de la expresion de MMP-9 en los diferentes grupos de estudio.

(A, B) Tejidos del grupo Sano que muestran expresion positiva de la proteina. (C, D) En el grupo S+03 se observa menor
intensidad de la expresion. (E, F) Destruccion del epitelio gingival en comparacion a los grupos sin PC, por lo que hay
mayor expresion de MMP-9. Se sefialan grupos de células similares a osteoclastos y fibroblastos grandes y ahusados
(flechas). (G, H) el grupo PC+03 presenté menor intensidad en la expresion de la proteina que los grupos sin tratamiento
(Flechas).

48



Expresion de MMP-9
Tejidos Periodontales

3 -
c
©
(2]
(]
x 27 T
(]
Q
©
©
(] ——
- 19
‘»
c
2
=
0= T T
q,‘\o o’b Qo O'b
X X
© S @)

Grupos de estudio

Grdfico 5. Intensidad de expresion de MMP-9 en el periodonto.

El grupo PC presenta mayor expresion de MMP-9 en comparacion con los grupos sanos, S+03 y PC+03

4.6. EL O3 INCREMENTA LA EXPRESION DE MMP-2,

Se evalud la expresion de la proteina MMP-2 por medio de inmunohistoquimica en tejidos
periodontales sanos, en tejidos con periodontitis inducida por ligadura, y en tejidos

murinos con periodontitis y suplemento con 0O3.

La expresion de proteina MMP-2 se presentd principalmente en el citoplasma de las
células epiteliales de los tejidos periodontales murinos siendo ocasionalmente nuclear,
ademas, los fibroblastos y las células inflamatorias como los PMN, los macréfagos y células
plasmaticas también mostraron expresidn citoplasmatica y ocasionalmente nuclear para la
proteina. En el borde del hueso alveolar, se observaron células grandes multinucleadas
con prolongaciones citoplasmaticas adyacentes al hueso, similares a osteoclastos, mismos

gue tuvieron una expresion predominantemente citoplasmatica para la proteina.

En el grupo Sano (6/6), se aprecia una expresidn parcialmente positiva (-/+) de la proteina

a nivel del epitelio bucal, esta se da primordialmente a nivel del estrato basal de la mitad
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de los casos (3/6; 50%). El tejido conectivo subyacente al epitelio también muestra una
expresion parcialmente negativa (4/6; 67%) y esta compuesto por fibroblastos con forma
estrellada y pequefia que tienen una expresién nula (-) o parcialmente negativa de la
MMP-2 (3/6; 50% vs 3/6; 50%). La expresion de las células endoteliales e inflamatorias es
negativa en la totalidad de los casos (6/6; 100%). Adyacentes al borde del hueso alveolar
se observa un limitado numero de células similares a osteoclastos cuya expresion de la

proteina es negativa o parcialmente negativa (2/6; 33.3% vs 2/6; 33.3%). (Figura 9A y B)

El epitelio y el tejido conectivo subyacente del grupo S+03 (4/6) presentaron una
expresion parcialmente negativa (2/6; 33.3% y 3/6; 50%) respectivamente. Los
fibroblastos ubicados en el tejido conectivo son pequefios y estrellados con expresion
parcialmente negativa (3/6; 50%). En todas las muestras, las células epiteliales fueron
negativas a la MMP-2 (4/6; 67%) mientras que las células inflamatorias tuvieron expresion
nula o escasa (2/3; 33.3% vs 2/3; 33.3%) de la proteina. Al igual que en el grupo Sano, se
encontraron grupos reducidos de osteoclastos, sin embargo, estos presentaron un
aumento en la expresion, siendo esta predominantemente positiva (+++) (2/6; 33.3%).

(Figura9Cy D)

En el caso del grupo PC (6/6) la expresién de MMP-2 en el epitelio fue positiva (3/6, 50%).
Lo mismo sucedié en el tejido conectivo subyacente en donde se encontrd una expresion
positiva (4/6; 67%). En esta zona se ubicaron fibroblastos tanto pequefios y estrellados
como grandes y ahusados con expresidon positiva de la proteina (3/6; 50%) en ambas
poblaciones. En cuanto a las células endoteliales, estas obtuvieron una expresion nula o
parcialmente negativa (4/6, 67% vs 2/6; 33.3%). Dentro de este grupo se identificaron
multiples poblaciones de células inflamatorias cuya expresién fue positiva en la mitad de

las muestras (3/6; 50%). (Figura 9E y F)

Por ultimo, el grupo de PC+03 (6/6), mostrd una expresion positiva en todos los estratos
del epitelio bucal de la mitad de los casos (3/6; 50%). El tejido conectivo subyacente se
caracteriza por la presencia de fibroblastos pequefios y estrellados que expresan la

proteina parcialmente (3/6; 50%) y fibroblastos ahusados de mayor tamafio cuya
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expresion es parcialmente positiva y positiva en dos casos mas (2/6; 33.3% vs 2/6; 33.3%).
Las células endoteliales tuvieron una expresion negativa en casi todo el grupo (5/6; 100%).
Por el contrario, las células inflamatorias presentaron expresion altamente positiva (+++)
en gran parte de las muestras (4/6; 67%). Las células similares a osteoclastos halladas en

el borde del tejido éseo son positivas en la mitad del grupo (3/6; 50%). (Figura 9G y H)

Estadisticamente se obtuvieron diferencias significativas en el grupo Sano con respecto al
de PCy PC+03, (*) p<0.05 cuando los grupos se compararon con el grupo control. (Gréfico

6)

Figura 9. Microfotografias representativas de la expresion de MIMP-2 en los diferentes grupos de estudio

(A, B) Tejidos del grupo Sano que muestra escasa expresion positiva de la proteina. (C, D) En el grupo S+03 se observa
mayor expresion en comparacion al sano. (E, F) Destruccién del epitelio, se observa mayor expresion en la capa basal. En
el tejido conectivo se observan poblaciones de fibroblastos grandes y ahusados (flechas). (G, H) el grupo PC+03 presentd

mayor expresion en comparacion a todos los grupos (Flechas).

51



Expresién de MMP-2
Tejidos Periodontales

3 *
c {
Ne) *
‘0
[0)
o
< 24
[3)
o —_—
o
o
©
° 17 T
[
c
bt
£
0- T T
8 )
AN ) QQ Orb
X X
© ) ¢

Grupos de estudio

Grdfico 6. Intensidad de la expresion de MIMP-2

El grupo PC+03 presenta mayor expresion de MIMP-2 en comparacion con los grupos sanos, 03, y PC.
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DISCUSION

La PC es una enfermedad de caracter infeccioso e inflamatorio crénico causante de la

destruccién de los tejidos de soporte del diente.

Dentro de las caracteristicas se encuentra la presencia de un denso infiltrado inflamatorio
representado por neutréfilos, macréfagos y células plasmaticas encargadas de producir
moléculas de tipo proinflamatorio como las MMP’s que propician la destruccidon de las

fibras de coldgena y la activacidon de mecanismos de resorcién del hueso alveolar (19).

También se ha descrito que hay un remodelado continuo de la red de vasos que se
encuentran en el tejido subyacente al epitelio, con un marcado incremento en la densidad

numeérica y didmetro de los vasos (edema), resultado de la angiogénesis (41).

En los ultimos afos, han surgido investigaciones respecto a los efectos benéficos del O3 en
enfermedades crdénico-degenerativas las cuales se caracterizan por un componente

inflamatorio.

Por esta razon el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto y potencial de los
acidos grasos O3 como parte del tratamiento de la inflamacidn presente en la
periodontitis, a partir de muestras histolégicas obtenidas de un modelo murino

experimental.

Inicialmente encontramos una menor pérdida del hueso alveolar en el grupo PC+03, estos
resultados coinciden con los mostrados con anterioridad en los estudios de Bendyk et al.
(2009) y Kesavalu, L., et al. (2006)., en donde expusieron que en modelos murinos de
periodontitis al que se le suplementd la dieta con aceite de pescado, hubo hasta un 72%

menos pérdida dsea aun con la presencia de P. gingivalis (28, 35).

En la evaluaciéon histolégica del estado inflamatorio, pudimos observar que el grupo
PC+03 si bien presentd signos de destruccidon periodontal, esta no fue de la misma
magnitud que en el grupo PC que no recibié tratamiento. Mas aun, el grupo PC+03 mostrd
inflamacién ligera ya que hubo una disminucion del infiltrado inflamatorio en la zona del

segundo molar en donde se colocé la ligadura.
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Este efecto antiinflamatorio también fue reportado en un estudio realizado por Hasturk,
H., et al. (2006), en donde a conejos con PC inducida por ligadura e inoculaciéon de P.
gingivalis y que recibieron aplicaciones tépicas de resolvina E1 (RvE1l) el cual es un
metabolito del O3, tuvieron una menor infiltracion de neutrdfilos en el sitio de la lesién y

por lo tanto se observé escasa destruccidn tisular (39).

En otro estudio similar en el que se compard el suplemento con O3 como tratamiento
profiladctico y coadyuvante del tratamiento de la enfermedad periodontal inducida por
presencia de lipopolisacaridos (LPS), se observd inflamacion ligera o moderada que
provocaba leves cambios en la red de vasos sanguineos y en fibras periodontales lo cual es

muy parecido a lo observado en nuestro trabajo (42).

Segln nuestras investigaciones, hasta el momento ningln estudio ha evaluado el efecto
del O3 sobre los cambios en la composicidn de las fibras de colagena que constituyen el
periodonto. Aunque estadisticamente no tuvimos datos significativos debido al tamafio de
la muestra, histolégicamente pudimos observar que en el grupo PC+03 se evité el
deterioro excesivo de las fibras de colagena, ya que en algunos casos se encontraron
fibras mixtas predominantemente densas y por lo tanto también existié una menor
pérdida de insercion del ligamento periodontal. Lo anterior puede relacionarse con que el

03 promueve la continua reparacion y remodelacion de los tejidos.

No obstante, si existen estudios que demuestran que productos derivados del O3 como el
EPA y el DHA, mejoran el proceso de cicatrizacion. Hankenson, K. D., et al. (2000),
demostraron que el EPA afecto de forma positiva el proceso de reparacién de una herida
in vitro a través del aumento de la sintesis y producciéon de coldgena por parte de

fibroblastos del ligamento colateral medial (43).

Otro aspecto evaluado en el presente estudio, el estado de los vasos sanguineos después
de la administracion de O3. Los cambios de las condiciones de los vasos sanguineos en el
grupo PC+03 fueron evidentes; se observaron menos cumulos de células sanguineas en el
lumen de los vasos ademas de que se redujo la neoformacién y el tamafio de estos,

contrario a lo que se puede apreciar en el grupo PC. Estos resultados indican que el
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tratamiento con O3, contribuye a la reduccion del edema y la promocién de la reparacion

tisular.

A pesar de que no se han elaborado estudios sobre este efecto del O3 especificamente en
la periodontitis, si hay antecedentes del uso de O3 o alguno de sus derivados para
disminuir el proceso de formacién de vasos sanguineos. Zhuang, W., et al. (2013),
demostraron que el EPA y DHA, suprime la expresién del factor de crecimiento vascular
(VEGF) en células endoteliales in vitro, el cual se ha propuesto como blanco terapéutico en

enfermedades angiogénicas e inflamatorias (44).

Dentro de los resultados obtenidos en la evaluacion de la expresién de MMP’s en tejidos

periodontales murinos, se encontré que el O3 disminuye la expresion de MMP-9.

En multiples estudios se ha encontrado una alta expresion de MMP-9, LGC y tejidos con
periodontitis, mientras que la MMP-2 se halla en menores cantidades, lo que coincide con

lo observado en las muestras del grupo PC sometidas a inmunohistoquimica (45-47).

Aun no se han presentado trabajos que estudien el potencial de O3 para disminuir la
produccién de MMP-2 y MMP-9 en la periodontitis. Sin embargo, si existe evidencia de

que el O3 y sus derivados contribuyen a la regulacién de estas MMP’s.

En un estudio realizado en cultivos celulares de queratinocitos de humanos, se determiné
gue el pre-tratamiento con EPA, inhibié la expresién de MMP-9 inducida por la produccidn
de TNF-a (48). De forma parecida, nosotros observamos que el O3 disminuye la expresion
de la MMP-9 en la PC, por lo que probablemente, reduce la destrucciéon periodontal

mediada por la inflamacién.

La expresion de MMP-2 fue altamente positiva aun con el suplemento alimenticio. Esto
podria deberse a que el O3 favorece a la remodelacion de los tejidos, y como se menciond
anteriormente la MMP-2 se expresa de forma constitutiva y estd mdas relacionada
procesos de remodelado que con procesos inflamatorios como es el caso de la MMP-9.

Este resultado es contrario al reportado por Nicolai, E., et al. (2017). en los que se ha visto
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que el uso de O3 reduce los niveles de MMP-2 en dentina de dientes tratados in vivo y ex

vivo (49).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el suplemento alimenticio con O3
representa una opcidn quimioterapéutica viable para modular la inflamacion y promover

la reparacion tisular como complemento del tratamiento periodontal convencional.
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CONCLUSIONES

El suplemento alimenticio con O3 en el modelo de periodontitis murina:

e Disminuye la destruccién del hueso alveolar.

e Reduce el infiltrado inflamatorio.

e Evita la degradacidn excesiva de las fibras de colagena.

e Disminuye el edema y promueve la reparacion tisular.

e Disminuye la expresion de MMP-9 en los tejidos periodontales.
e Incrementa la expresion MMP-2 en los tejidos periodontales.

Determinamos que el suplemento de la dieta con O3 reduce la inflamacién y la

destruccién de los tejidos en la periodontitis murina.
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