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1. INTRODUCCION

Como resultado de la exhaustiva investigacion, se ha visto que la enfermedad
periodontal es iniciada por la biopelicula, pero la severidad y la progresién de la
enfermedad estan determinadas por la respuesta del huésped a la biopelicula bacteriana.
Aunque las bacterias de la biopelicula son capaces de causar dafio directo a los tejidos
periodontales, ahora se reconoce que la respuesta inmuno-inflamatoria del huésped a las
bacterias de la biopelicula producen citoquinas y enzimas destructivas que inducen
destruccidn del tejido periodontal. La respuesta del huésped es esencialmente protectora
de intencion, pero puede también ocasionar dafio tisular. Las bacterias y sus productos
metabdlicos inducen al epitelio de unién a proliferar; esta infeccion también aumenta la
permeabilidad del epitelio de union y permite a los microbios y a sus productos ganar
acceso al tejido conectivo subepitelial. Las células del tejido epitelial y conectivo son
estimuladas a producir mediadores inflamatorios que provocan una respuesta
inflamatoria dentro de los tejidos. En personas que no son susceptibles a la periodontitis,
el mecanismo primario de defensa controla la infeccion , y la inflamacion cronica
(gingivitis cronica) puede persistir.  Sin embargo, en individuos susceptibles a la
periodontitis, el proceso inflamatorio anterior eventualmente se extenderd para
involucrar tejidos conectivos mas profundos y hueso alveolar. Dentro de las células del

tejido epitelial y conectivo estan los monocitos y macrofagos que son activadas por las



endotoxinas bacterianas induciendo la produccion de niveles altos de prostaglandinas
PGEZ2, interleuquinas (IL-1, IL-1 B, IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«), y
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPSs) por parte de las células de huésped.
Estas citoquinas han sido asociadas con la enfermedad periodontal activa.

A la fecha estos marcadores bioquimicos en el fluido crevicular gingival aun estan
siendo investigados. Serd de utilidad para los clinicos y los investigadores, que uno o
méas de estos marcadores puedan ser desarrollados como una herramienta en el
consultorio para medir la periodontitis activa. El desarrollo de estos marcadores también
ayudara a facilitar la deteccion de las enfermedades periodontales por profecionales
médicos 0 aln mas por los mismos pacientes, para lograr prontas remisiones al
consultorio odontoldgico para una evaluacion clinica. En el pasado los tratamientos que
se enfocaban a la reduccion de la carga microbiana, eran basicamente la Unica
consideracién para la terapia periodontal; actualmente, gracias a un mejor entendimiento
de la respuesta del huésped, las terapias moduladoras de la respuesta del huésped han
sido usadas como complementos tanto a los tratamientos quirdrgicos como no
quirargicos. Parece que los abordajes terapéuticos mas efectivos incluiran terapias
sinérgicas, multiples, de modulaciéon de la respuesta del huésped, combinadas con
tratamientos que atacan la etiologia microbiana.

Los antibidticos sistémicos pueden ser usados como adjuntos a la terapia mecanica
convencional ya que no se ha desarrollado una evidencia solida para su uso como
monoterapia. El metronidazol y la tetraciclina puden ser usadas para tratar la

periodontitis agresiva asociadas con Aggregatibacter actinomycetencomitans.



El objetivo de este estudio es determinar la capacidad de A. Actinomycetencomitans de
estimular a las células mononucleares de sangre perisférica de producir citocinas que
estan altamente relacionados con la destruccion de los tejidos de soporte de la estructura
dentaria en pacientes con enfermedad periodontal y en pacientes sanos, asimismo,
evaluar si la tetraciclina y el metronidazol a pesar de su efecto antimicrobiano tienen

algun efecto modulador de las citocinas.



2. ANTECEDENTES

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades mas comunes en el hombre y es
responsable de la mayor pérdida de dientes en adultos. Esta enfermedad oral ha recibido
considerable atencion en décadas pasadas y ahora estd surgiendo un nuevo
entendimiento de la misma. Las causas microbianas de la Enfermedad Periodontal, los
mecanismos a través de los cuales los tejidos periodontales son destruidos, el efecto del
huésped en la expresion de la enfermedad periodontal, y el impacto que la enfermedad
periodontal tiene en la salud general han sido sujetos de intenso estudio. Entender la
interaccion compleja entre las infecciones crénicas como la enfermedad periodontal, y
condiciones sistémicas tales como la enfermedad cardiovascular, ha llevado a una nueva
forma de pensamiento sobre la importancia de la enfermedad periodontal en la salud
general.

El papel de la bacteria como una causa de enfermedad periodontal fue demostrada por
un serie de estudios determinantes realizados desde los 60s hasta los 80s. Los estudios
clasicos de Loe y cols claramente demostraron que la formacion de la placa bacteriana
en los dientes estaba asociada con la aparicién de gingivitis, y que la remocion de la
placa microbiana resultaba en la resolucién de la gingivitis.

Estos estudios proporcionaron evidencia irrefutable de que la formacion de la placa
bacteriana, mas que otros agentes sospechosos como el calculo dental, eran responsables
de la gingivitis. En los 70s y los 80s, Socransky y cols realizaron estudios mostrando que

algunos microorganismos especificos estaban asociados con enfermedad periodontal. 2



Estos estudios identificaron varias categorias, desde colonizadores tempranos, que son
comensales y no virulentos, hacia organismos moderadamente virulentos, que conectan
los colonizadores tempranos y los interconectan a los patogenos especificos tales como
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola. El trabajo de muchos investigadores
encontré que los patdgenos especificos, en combinacion con los colonizadores
tempranos y los organismos moderadamente virulentos, forman una microflora compleja
que existe como una biopelicula dentro de la bolsa periodontal.

Otro investigadores comenzaron a explicar la patogénesis de la enfermedad periodontal
describiendo como el huésped de hecho era el responsable de la destruccion tisular.
Empezamos entonces a entender que la respuesta inicial a la bacteria en el diente y
subgingivalmente incluye todo una serie de acciones inmunopatolégicas.

Los anticuerpos que se forman como respuesta a estas bacterias, sumados a los
neutr6filos, proporcionan proteccién importante®® Se ha visto que si los neutréfilos
estdn bloqueados, ocurre una enfermedad periodontal mas severa. Poco después se
establecio el papel del macréfago, esta célula invade el tejido gingival y una vez es
estimulada por los productos bacterianos tales como endotoxinas, produce citogquinas
proinflamatorias y metaloproteinasas de la matriz que destruyen los tejidos conectivos
del periodonto. Son los mediadores inflamatorios tales como la prostaglandina E2, y la
interleuquinal, los que inducen la reabsorcion Gsea alveolar. Entendiendo més el papel
del huesped, es claro que la inflamacion puede explicar mucho de la destruccion de los
tejidos causada por la enfermedad periodontal.®’

Los exdmenes clinicos basicos para diagnosticar periodontitis son el sangrado gingival al
sondaje, la pérdida de insercion clinica, y las bolsas profundas acompafiadas por pérdida

Osea radiografica. Estos tipos de mediciones clinicas pueden ser un tanto subjetivas. A



medida que nuestro conocimiento sobre la patogénesis aumenta, nuevos marcadores de
diagnostico de la enfermedad pueden emerger para ayudar a un mejor diagnostico. Las
citoquinas inflamatorias, las enzimas y los productos de la destruccion periodontal
liberados en el fluido crevicular gingival pueden reflejar la respuesta del huésped al
desafio bacteriano. Estos marcadores bioquimicos prometen ser buenos candidatos como
nuevos marcadores de diagnostico y pronéstico de la enfermedad. Un nimero de
citoguinas han sido asociadas con la enfermedad activa, incluyendo la prostaglandina E2
(PGE2) , el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) , la interleuquinal beta (IL1 - B) y
otros®”®.

Enzimas como las metloproteinasa de la matriz (MMPs) y productos de destruccion
como el telopéptido de colageno han sido también estudiados. A la fecha estos
marcadores bioquimicos en el fluido crevicular gingival aun estan siendo investigados.
Serd de utilidad para los clinicos y los investigadores' que uno o mas de estos
marcadores puedan ser desarrollados como una herramienta en el consultorio para medir
la periodontitis activa. El desarrollo de estos marcadores también ayudara a facilitar la
deteccion de las enfermedades periodontales por profesionales médicos o alin mas por
los mismos pacientes, para lograr prontas remisiones al consultorio odontoldgico para
una evaluacion clinica.

La complejidad del desarrollo de la lesion periodontal avanzada se hace evidente cuando
se aprecia que los cuatro tipos de reacciones inmunes estan implicadas®.

En la inmunopatologia de la enfermedad periodontal participan los linfocitos T y B, los
macrofagos y células de Langerhans, estos Gltimos procesan y presentan los antigenos.

Otra de las funciones de los macréfagos es la produccion de IL-1 la cual estimula la



ploriferacion de células T. La IL-1, tiene muchos efectos sobre el tejido conectivo,
ocasiona la produccion de colagenasa por parte de los fibroblastos y reabsorcion
4 12,13,14 . H : H 4

Osea. Un gran ndmero de microorganismos inducen a los macréfagos para que
produzcan 1L-1***°, Ademas, los macréfagos liberan prostaglandinas las cuales afectan
la respuesta inmune, y juegan un papel importante en la fagotitos y muerte de bacterias
liberando enzimas lisosomales y causando dafio local*®*’.

La respuesta inmune celular puede ser suprimida por células supresoras, por los

18,19

macrofagos, por componentes del sistema de complemento etc. La propia placa

dentobacteriana contiene agentes inmunoreguladores de los cuales los mejor conocidos

18,20

son los lipopoliscaridos, el acido lipoteicoico, dextranos y levanos Algunas

bacterias de la placa son capaces de producir proteinasas especificas que catabolizan
ciertas clases de inmunoglobulinas*”?.

Los pacientes que son tratados con drogas inmunosupresoras tienen niveles disminuidos
de enfermedad gingival y periodontal®>. Esto puede deberse al efecto anti-inflamatorio
de los corticoesteroides utilizados, no obstante; la supresion de la inmunidad celular por
los corticoesteroides pudieran ser responsables de la disminucion de la enfermedad
periodontal en estos pacientes.

Muchas interacciones fundamentales entre las células del sistema inmune son
controladas por mediadores solubles llamados citocinas.® Durante los Gltimos 3
decenios se ha aprendido mucho sobre la naturaleza molecular y los efectos bioldgicos
de estas importantes moléculas reguladoras. Las citocinas son un grupo diverso de
proteinas extracelulares de bajo peso molecular biolégicamente activas que inician

diversas sefiales de activacion intracelular, que regulan no solo las respuestas

inmunitarias e inflamatorias locales y sistémicas, sino también la reparacion de heridas,



hematopoyesis y muchos procesos biolégicos®. Las citocinas pueden dividirse en
paracrinas cuando actdan sobre otras células adyacentes, autocrina cuando actla en la
propia célula que las produce, y endécrina cuando actia a distancia®®. Otro aspecto
importante es que una citocina puede inducir la secrecion de otras citocinas o
mediadores, lo que ocasiona una cascada de efectos bioldgicos®.

Entre las citocinas méas importantes en la enfermedad periodontal se encuentran IL-1,
TNFa e IL-2 las cuales se ha reportado que se encuentran elevadas en sitios con

enfermedad periodontal™***.

Las células mononucleares producen citocinas después de
ser estimuladas por antigenos. Muchas citocinas se encuentran en altas concentraciones
después de estimular las células mononucleares de sangre periférica con inductores de
citocinas, ademas; se les encuentra en fluido crevicular y en tejido gingival de pacientes
con periodontitis*>?°,

Bacterias periodontipaticas especialmente Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum y Aggregatibacter actinomycetemcomitans, asi
como sus lipopoliscaridos, pueden estimular a los monocitos para que produzcan
citocinas tales como IL-1la y B asi como TNFa las cuales poseen la habilidad de
modular la respuesta inmune e inducen destruccién 6sea y de tejido conectivo?®®.

IL-1 es una potente citocina multifuncional que parece ser el regulador central de la
inflamacion y la respuesta inmune. Casi cualquier tipo de célula la produce o responde a
ella. Existen dos formas de IL-1 y ambas poseen las propiedades originales atribuidas a
IL-1 a pesar de que tienen diferente estructura’®. Los efectos bioldgicos de IL-1

incluyen la activacion de linfocitos, activacion de macrofagos, estimulacion de células

natural killer, formacion de prostaglandina, induccion de fiebre, anorexia, liberacion de



corticoesteroides, expresion del gen de la citosina, activador del plasminogeno y
activador del inhibidor de la expresién del gen de la citosina®*. También tiene efectos
importantes sobre celulas del tejido conectivo. La potencia que presenta IL-1 como
estimuladora de la reabsorcion de hueso la hace un mediador muy importante en la
destruccion del periodonto™®. En 1982 Charon y col. fueron los primeros en demostrar
que el fluido crevicular proveniente de sitios inflamados con gingivitis presentaba
niveles elevados de IL-1. Por su parte, Massada y col. mostraron que el fluido
crevicular tenia niveles elevados de IL-1 detectable en 90% de las muestras™.

La evidencia que implica a la IL-1 con la enfermedad periodontal ha motivado a los
investigadores para examinar si las células mononucleares periféricas provenientes de
pacientes con enfermedad periodontal producen més IL-1 que células provenientes de
pacientes control sin enfermedad periodontal®*. Los resultados disponibles son
conflictivos probablemente por los métodos estadisticos. Basados en la evidencia de la
fuente celular de IL-1 en la encia enferma, la habilidad de los monocitos periféricos para
producir IL-1 puede ser un factor importante?.

La IL-1 puede actuar como un gente tumoricida, como adyuvante, como factor de
crecimiento hematopoyeético. Estas actividades sugieren que la IL-1 posee unos efectos
terapéuticos bajo ciertas circunstancias’’. Sin embargo, el potencial proinflamatorio y
sus funciones catabdlicas han recibido mucho mé&s atencién como blancos para el
desarrollo de agentes terapéuticos en contra de esta citocina. Otra citocina importante en
la enfermedad periodontal es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) , el cual también
es secretado por monocitos y células T y B, una de sus caracteristicas mas importantes

es que tiene la capacidad de producir reabsorcion Gsea pero es menos potente que IL-1,



otras actividades incluyen aumento de permeabilidad vascular, modificador de la
funcién de los neutrdfilos, angiogenesis en el tejido de granulacion, y activacion de
diversos tipos celulares™. Al igual que a IL-1 también se ha detectado TNFo. en liquido
crevicular, en un 21% de los casos, y pudiera ser marcador de actividad inflamatoria
temprana. La IL-6 participa en la diferenciacion de las células B activadas en células
plasmaéticas, tiene un papel importante en la produccion incrementada de 1gG e IgA en el
tejido periodontal enfermo®, esta citocina es producida por monocitos, células T y B
fibroblastos, ademas induce la produccion de IL-2 por parte de células T e induce la
diferenciacion de las células T citotoxicas?*. Estudios sobre IL-6 y la enfermedad
periodontal han demostrado que las biopsias gingivales de sitios con enfermedad
periodontal contienen mas IL-6 que aquellos obtenidos de sitios sanos. En el liquido
crevicular de estos sitios también se ha encontrado en cantidades elevadas esta citocina.
Otra citocina implicada en la enfermedad periodontal es el interfeon gama (IFN-y), este
proviene principalmente de linfocitos T y células NK, la cuales lo secretan después de
estimulacion antigénica. Otras células que lo producen son los monocitos, el INFy
induce a las células a expresar la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad
clase 11y tiene efecto regulador sobre la liberacion de macréfagos y fibroblastos, ademas
suprime la liberacién de IL-1, pero favorece la secrecion de ésta inducida por
lipopoliscaridos y TNFa.

Durante los afios 70s y 80s hemos obtenido una gran cantidad de nueva informacion
acerca de las vias de destruccion de los tejidos de soporte del diente. Estos
conocimientos han servido de base para tratar la enfermedad periodontal y hoy sabemos

que los medicamentos pueden modificar la respuesta del hospedero®. Los macréfagos
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que se encuentran en los tejidos activados por las bacterias de la bolsa periodontal y sus
productos producen una gran cantidad de metabolitos del acido araquidénico conocidos
como prostaglandinas, especialmente la PGE,, la cual esta intimamente relacionada con
la destruccion del hueso alveolar®. La familia de los anti-inflamatorios no esteroideos
pueden bloquear la produccion de prostaglandinas y por lo tanto se puede esperar que
detengan la destruccion de hueso alveolar®®. La activacion de los macréfagos y otras
células que encontramos en la bolsa periodontal también producen una gran cantidad de
enzimas llamadas metaloproteinasas las cuales son responsables de la destruccion del
ligamento periodontal y de los tejidos gingivales; estas enzimas dependen de un cation
divalente para su actividad.

Golub y col. han demostrado que antibidticos como la tetraciclina no solo ataca a las
bacterias sino que tambien quelan los cationes bivalentes y por lo tanto bloquean la
actividad de las enzimas (metaloproteinasas)®. Dichos autores han sintetizado
modificaciones quimicas de las tetraciclinas que no tienen actividad antibacteriana pero
tienen la capacidad de inhibir las metraloproteinasas. Estos modificadores quimicos de
la tetraciclinas son efectivos reduciendo las colagenasas y otras metaloproteinasas en un
modelo experimental en animales y en humanos con periodontitis suprimiendo la
destruccion de fibras de colageno?.

Las bacterias anaerdbias y otros microorganismos son usualmente suprimidos por la
instrumentacion mecanica, sin embargo, el raspado y el alisado radicular no pueden
controlar los patdgenos en bolsas profundas y en furcaciones, si los microorganismos
han invadido los tejidos periodontales debemos considerar la terapia con antibioticos

como una terapia adjunta para detener la enfermedad periodontal®”.
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Podemos decir que en la década de los 90s la terapia periodontal consta de 3
componentes principales:
1. Raspado Yy alisado radicular con o sin cirugia.
2. Antibioticos y antimicrobianos dirigidos especialmente a la destruccion de las
bacterias presentes en la bolsa periodontal y dentro de los tejidos periodontales.
3. Uso de medicamentos dirigidos a modificar el mecanismo de respuesta del
hospedero; suprimir o inhibir las prostaglandinas que median la reabsorcion del
hueso y de las metaloproteinasas que también median la destruccién de los

tejidos?.

En la practica periodontal se tienen un gran arsenal de medicamentos ya sea para
contrarrestar el dolor o la infeccion, algunos de ellos tienen ciertos efectos sobre la
produccién de citocinas en especial sobre 1L-120?2,

La produccion de esta citocina puede ser suprimida por corticoesteroides,
prostaglandinas y otras citocinas. Algunos compuestos conocidos por sus propiedades
anti-inflamatorias han mostrado inhibicién de la sintesis de IL-1?2%2. Por ejemplo la
taurolidina, ha sido utilizada en humanos como un agente anti-inflamatorio y se ha
encontrado gue inhibe la produccion de IL-1 por parte de los mononucleares periféricos.
Tenidap también ha demostrado inhibicion de IL-1 por parte de los monocitos
periféricos. El naproxeno, un anti-inflamatorio no esteroideo ha demostrado inhibicién
de IL-1. El flurbiprofen es otro de los medicamentos que tienen la capacidad de inhibir

la producciéon de citocinas por parte de las células mononucleares, deteniendo la

progresion de la enfermedad periodontal, es por esto que es de gran interés investigar
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qué efectos pudieran tener otros medicamentos como los antibidticos, u otro tipo de anti-
inflamatorios sobre la enfermedad periodontal®**>33.

Uno de los antibidticos mas ampliamente utilizados en la terapia periodontal es la
tetrciclina, se ha demostrado que ésta no solo es efectiva contra las bacterias
periodontales sino que también puede suprimir la actividad de las metaloproteinasas®*.
Para que un antibidtico se considere efectivo en el tratamiento periodontal, éste debe
penetrar bien en el fluido crevicular y alcanzar altas concentraciones con la minima
concentracion inhibitoria de los patdgenos sospechosos®.

La tetraciclina es el unico antibidtico que alcanza niveles en el fluido crevicular mas
altos que en la sangre,® una posible explicacion a esto podria ser que este medicamento
se adhiere a las superficies radiculares y cuando se libera estd aun bioldgicamente
activo. Esta propiedad ayuda a crear un reservorio de antibiotico activo que no es facil
de ser eliminado por el fluido crevicular. Con las concentraciones alcanzadas en el
fluido crevicular (2 a 4 veces mas alta que los alcanzados en la sangre) muchas
investigaciones in vitro han mostrado que el 90 a 94 % de la flora subgingival es
susceptible®®=7:383°,

Se ha demostrado que en concentraciones de la tetraciclina reducen la adherencia y la
congregacion de ciertas especies bacterianas incluyendo B. gingivalis y B.

Intermedius*®**.

También podemos decir que este medicamento favorece la
regeneracion aumentando la insercion de los fibroblastos que inhibe la actividad de la
colagenasa®’. La tetraciclina es muy eficaz para erradicar una de las bacterias mas
patogenas de la enfermedad periodontal como el A. actinomycetemcomitans. Este

microorganismo esta implicado en el desarrollo de la periodontitis juvenil y se ha

encontrado elevado en sitios que son refractarios al tratamiento periodontal asi como en
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sitios de destruccion periodontal avanzada en periodontitis del adulto. La dificultad de
eliminar el A. actinomycetemcomitans en la periodontitis del adulto con el solo alisado y

raspado radicular fue demostrado por Renvert y col***

por lo que administrar
tetraciclina en la enfermedad periodontal del adulto pudiera estar justificado.

Otro medicamento empleado es el metronidazol, este se caracteriza por presentar muy
buena respuesta clinica cuando se emplea para controlar la enfermedad periodontal. El
descubrimiento de la azomicina (2-nitroimidazol) fue desarrollado en Francia durante
1950 para tratar infecciones causadas por protozoarios®. En 1962, Shinn* observé que
cuando esta droga era utilizada para tratar infecciones vaginales por trichomonas, la

gingivitis ulcerativa era resuelta. Posteriormente, Davies y col.*’

reportaron la eficacia
del metronidazol contra las espiroquetas y a comienzos de los 70s los investigadores
confirmaron que este medicamento actuaba como bactericida contra las bacterias
anaerobias. Ya que la enfermedad periodontal esta frecuentemente asociada con
bacterias anaerobias el metronidazol fue evaluado solo y en combinacion con las
terapias convencionales para determinar si su uso pudiera mejorar las condiciones

48495051~ gj realizamos una revision sobre los efectos adversos del

periodontales
metronidazol nos indican que este medicamento posee poco riesgo en inducir una
reaccion toxica aguda, poco riesgo de ocasionar mutaciones y producir cancer, siempre y
cuando se utilice de acuerdo al régimen de dosificacién recomendada®*°%>*°*,

Los estudios nos demuestran que la utilizacion de este medicamento en una variedad de
condiciones clinicas no mejoran el raspado y alisado radicular, pero es muy efectivo
como una terapia adjunta en los tratamientos de los sitios donde el raspado y alisado

radicular por si solos no han tenido éxito. Puesto que no es posible diferenciar entre

infecciones inducidas por un solo o multiples microorganismos o averiguar si son
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tolerantes al oxigeno por la simple inspeccion clinica de la enfermedad; dependiendo de
la sintomatologia se indica antibioticos de forma empirica.

El metronidazol es un bactericida que actla a bajas concentraciones principalmente
contra anaerébicos como los bacteroides, pero es mas eficaz contra bacilos anaerobios
gram negativos°. Usualmente es efectivo a concentraciones de .25 a 4 ug/ml pero existe
una gran variabilidad entre los diversos estudios. *°

Es posible que tanto el metronidazol como las tetraciclinas, tengan efectos moduladores
de la liberacion de citocinas proinflamatorias. No se sabe también si el A.
actinomycetemcomitans es capaz de contribuir a la produccion de IL-6, TNFa, e INFa,
por lo que el conocer mas acerca de la participacion directa del A.
actinomycetemcomitans sobre la produccion de las citocinas proinflamatorias y su
posible inhibicion por los antibi6ticos mas utilizados en la infeccion del periodonto, hace
que este estudio sea importante para el mejor entendimiento y manejo de la enfermedad

periodontal.
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3. HIPOTESIS

1. EIl A.actynomicetemcomintans es capaz de estimular la produccion de citocinas
proinflamatorias producidas por las células mononucleares de sangre periférica
tanto de pacientes con enfermedad periodontal como de sujetos sanos, y el

tratamiento con metronidazol y tetraciclinas, inhiben su produccion.
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4. OBJETIVO GENERAL

1. Determinar si el A. actynomicetemcomitans estimula la produccion de citocinas
proinflamatorias producidas por la células mononucleares de sangre periférica; y
evaluar si el metronidazol y la tetraciclina tienen efecto sobre la produccién de

citocinas proinflamatorias por células mononucleares de sangre periférica.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
enfermedad periodontal avanzada por gradiente de centrigucién con Ficoll-
Diatrizoato.

2. Estudiar la produccion de IL-1, IL-6, TNFa, INFy por parte de las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con enfermedad periodontal
estimuladas por el A.actinomycetemcomitans.

3. Estudiar el efecto del metronidazol in vitro sobre la produccion de IL-1, IL-6,
TNFa, INFy producidas por células mononucleares en pacientes con enfermedad
periodontal.

4. Estudiar el efecto in vitro de las tetraciclinas sobre la produccion de las citocinas
antes mencionadas producidas por células mononucleares en pacientes con

enfermedad periodontal.
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6. MATERIALES

6.1. MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de sangre de sujetos sanos y de pacientes con enfermedad periodontal
de avanzada a moderada.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

6.2. EQUIPO

Jeringas de 20 ml.

Equipo auxiliar para venoclisis (mini-flebotek, agujas #23).

Tubos conicos de plastico estériles de 15 y 50 ml.

Tubos estériles de polipropileno con fondo redondo y con tapa de 6 ml 12 x 75
mm. (FALCON).

Tubos eppendorf de 1.5 ml (BECTON DICKINSON).

Gradillas para tubos.

Campana de flujo laminar (control de contaminacion incorporada CCIl Bio
Hazard Hood).

Lampara de luz ultravioleta (GELMAN SCIENCES).

Autoclave.

Pipeta Auxiliar con filtro (FALCON).

Pipetas Pasteur.

Pipetas volumétricas de 1,5y 10 ml.
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Micropipetas automaticas de 10, 50, 200, y 1000 ml. (OXFORD).
Puntillas para micropipetas.

Centrifuga refrigerada (BECKMAN).

Centrifuga refrigerada (EPPENDORF).

Contador de células (BAXTER).

Porta objetos.

Cubre objetos.

Camara de Neubauer (BAXTER).

Microscopio Optico (ZEISS).

Incubadora de 37°C con control de CO, (LAB-LINE INSTRUMENT).

Refrigerador de 2-4° C.

Refrigerador Ultra low Freezer (-65°C)

Lector espectrofotométrico de ELISA.

Magnetos.

Placa mezcladora (NOUVSII).

Filtros desechables de 45 um (GELMAN SCIENCES).
Balanza Granataria (SARTORIUS).

Balanza analitica (SARTORIUS).

Matracas (ERLENMEYER).

6.3. REACTIVOS QUIMICOS

Tetraciclina.

Metronidazol.
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Acido acetico.

Agua destilada.

Azul tipiado (SIGMA).

Diatrizoato de sodio (SIGMA).

Ficoll tipo 400 (SIGMA).

Heparina (PiSA).

Medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA).

Sistemas de ELISA (ENDOGEN) para medir IL-1, TNFa, IL-6 e INFy
AlbUmina sérica bovina (SIGMA).

Fenol (BAKER).
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7. METODOLOGIA

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION

1. Se seleccionaron 40 pacientes de los cuales 20 fueron diagnosticados con
Periodontitis Estadio | y 11, generalizada, Grado A y los 20 restantes no poseian
enfermedad periodontal.

2. Los pacientes no sufrian de ninguna enfermedad sistémica y no habian ingerido
ningdn tipo de antimicrobianos por lo menos durante los Gltimos 6 meses.

3. Los pacientes no habian recibido tratamiento periodontal.

4. A toda los pacientes se les midio la profundidad de bolsas y los niveles de

insercion clinica y se les tomd una serie completa de radiografias periapicales.

7.2 OBTENCION DE LA MASA BACTERIANA DE AGGREGATIBACTER

ACTINOMYCETEMCOMITANS

7.2.1 CEPA DE AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS
La cepa del microorganismo fue donada por el Dr. Stanley C. Holt, PhD de la
Universidad de Texas en San Antonio. ATCC 29523, NCTC 9710.

7.2.2 CULTIVO DE AGGREGATIBACTER
ACTINOMYCETEMCOMITANS
Para obtener la muestra de bacteria se utilizo un medio de cultivo liquido de Tioglicolato
de sodio y se incubd 7 dias a 37°C; posteriormente se utilizd una micropipeta y se

extrajeron 15 pl del fondo del tubo.
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7.2.3 CUENTA DE BACILOS Y ESTANDARIZACION DE LA DOSIS.
Se tomd 1 ul con la pipeta automatica y se coloco en un area marcada del portaobjetos y
se procedio a realizar la cuenta de las bacterias por medio de la tincién Gram.
Para determinar el nimero de bacterias se tomo en cuenta el factor de dilucion y el
volumen total de la suspension. A partir de la cuenta total la poblacion bacteriana se
estandarizé a 2 x 10° bact/ml. De esta concentracién celular se tomé 20 pl para ser
afiadido a una suspension celular de 2 x 10° células mononucleares por ml; quedando

una concentracion final de 2000 bacterias por célula.

7.3 DILUCION DE ANTIBIOTICOS

7.3.1 TETRACICLINA (TETREX 500 mg)
Se molié 500 mg de tetraciclina y se le agreg6 10 ml de PBS; luego se agito y se
centrifugd por 10 minutos.
Se coloco el sobrenadante en un tubo estéril y se obtuvo la solucion estandar de 500 mg
por ml. De esta solucion se tomé 1 ml y se diluyé con 4 ml de PBS y se obtuvo la
solucion de trabajo de 10 mg / ml

7.3.2 METRONIDAZOL (FLAGYL 500 mg)
Se molié 500 mg de metronidazol (flagyl 500 mg ) y se le agregé 10 ml de PBS; luego
se agitd y se centrifugd por 10 minutos.
Se coloco el sobreenadante en un tubo estéril y se obtuvo la solucion estandar de 500 mg
por ml. De esta solucion se tom6 1 ml y se diluyé con 4 ml de PBS y se obtuvo la

solucion de trabajo de 10 mg / ml.
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7.4 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS.

Se obtuvieron 20 ml de sangre venosa periférica con 0.5 ml de heparina de sujetos sanos
y pacientes con enfermedad periodontal, haciendose posteriormente una dilucion de 1:2
con medio cultivo RPMI 1640. De la sangre diluida se tomaran 10 ml y se colocaran en
tubos cénicos que contenian 5 ml de ficoll-diatrizoato (dilucion 2:1) y se centrifugaron a
1,300 rpm/30 min.

Después de ese tiempo se recolectd la monocapa de células mononucleares con pipetas
Pasteur, y se agregd RPMI en exceso (se realizaron 3 lavados con RPMI y dencantando
y se tird el sobrenadante) a 1200 rpm 10 minutos cada lavado.

Por ultimo se agregd 1 ml de medio de cultivo RPMI y se contaron las células para hacer

una suspension final de 2 x 10° células/ ml.

7.4.1. CONTEO DE CELULAS MONONUCLEARES.
Se colocaron 10 ul de células mononucleares y 90 ul de &cido acético al 2% dilucion
1:10 y se coloc6 en un tubo eppendorf de 1.5 ml; luego se colocd con una micropipeta
automatica una pequefia muestra en la camara de neubauer y se procedié a contar las
celulas en el microscopio de luz.

Se realiz6 una dilucidn igual con azul tripano para observar viabilidad celular.

7.42 TRATAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES CON LOS

DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES.
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En este estudio transversal se tomaron muestras de sangre de 40 pacientes (20 con
enfermedad periodontal y 20 sanos) y se colocé 1 ml de una suspensién de 2 x 10°

cel/ml a cada uno de los 4 tubos de polipropileno (de 6ml — 12x75 mm) estériles.

TUBO NUMERO 1: Fue etiquetado como control.

TUBO NUMERO 2: Se le agregd 20ul de la cepa bacteriana de A.
actynomicetemcomitans como estimulo.

TUBO NUMERO 3: Se le agregé 5 pl de una concentracion de 3 mg/ml de
metronidazol para obtener una concentracion final de 15 mg equivalente a la
concentracion sérica.

TUBO NUMERO 4: Se le agregd 5 pl de una concentracion de 4mg/ml de tetraciclina;

para obtener una concentracion final de 15mg equivalente a la concentracion sérica.

Las células se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% CO,, en humedad relativa del 95%,
pasado este tiempo los tubos se centrifugaron a 1,300 rpm en centrifuga refrigerada y el
sobrenadante fue recolectado en tubos eppendorf y se guardaron a -70°C hasta la

medicion de las citocinas.

7.5 PROCEDIMIENTO PARA MEDIR EL FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL ALFA (TNFa)
1. Se tomaron 50 microlitos de muestras y se colocaron en cada pozo de placa de
ELISA.

2. Se colocaron 50 microlitos de anticuerpo biotinilado
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3. La placa se cubrio con 000 y se incub6 a temperatura ambiente durante dos
horas.

4. Laplaca fue lavada 3 veces (cada una de las cuales debe durar 10 minutos).

5. Se afladieron 100ul de una solucién de Streptavidina HRP en solucion buffer a
cada pozo.

6. La placa se incubd a una temperatura ambiente durante 30 min.

7. Se lavé por tres veces.

8. Seafadié 100 microlitros de solucién sustrato TMB premezclado a cada pozo.

9. Seincubd la placa en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 min.

10. La reaccion se detuvo afiadiendo 100 microlitros de la solucion en cada pozo.

11. Se leyo6 la absorvencia a 450 — 600 mm.

12. Se calcularon los resultados.

El procedimiento de laboratorio fue el mismo para INGy, IL-6 e IL-1 solo cambio el

tiempo de incubacion (3 horas) — IL-1B.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
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7.6 Consentimiento informado

Estimado Sr. o Sra.
Soy estudiante del Programa de Especialidad y Maestria de Periodoncia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y estoy llevando a cabo un estudio sobre la
PRODUCCION DE CITOCINA PROINFLAMATORIAS DE LAS CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERISFERICA DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD PERIODONTAL ESTIMULADAS CON AGGREGATIBACTER
ACTYNOMICETECOMITANS Y SU REGULACION POR METRINIDAZOL Y
TETRACICLINAS como requisito para obtener mi Maestria en Periodoncia.
El objetivo del estudio es investigar si
1. ElI A.actynomicetemcomitans estimula la produccion de citocinas
proinflamatorias producidas por la células mononucleares de sangre periférica.
2. Evaluar si el metronidazol y la tetraciclina tienen efecto sobre la produccion de
citocinas proinflamatorias por células mononucleares de sangre periférica.
Solicito su autorizacion para que participe voluntariamente en este estudio y poder
obtener 20 ml de sangre venosa periférica de usted.
El proceso sera estrictamente confidencial y el nombre no sera utilizado.
La participacion es voluntaria y usted tienen el derecho de retirar el consentimiento para
la participacion en cualquier momento. El estudio no conlleva ningan beneficio personal
y no recibira ninguna compensacion por participar.
Como ya hemos comentado, para la realizacion de los anélisis se recogen
muestras del paciente. Esto no conlleva ningun riesgo.

Es frecuente, sobre todo si acude a nosotros por primera vez, que pueda sentir algo de
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angustia o temor. Es normal y no debe preocuparle. Coméntelo con el profesional de
enfermeria que va a tomarle la muestra. Esta acostumbrado a esos temores y puede
ayudarle a superar esa tension.

En el momento del pinchazo, puede sentir una pequefia molestia. En algunas ocasiones,
unas horas despues puede presentar una discreta hinchazon o hematoma. Estas molestias
menores son poco frecuentes y no requieren tratamiento ni medicacion especifica.

El material utilizado para extraer su sangre es estéril y desechable por lo que no existe
riesgo de infeccion

Si tiene alguna pregunta sobre esta investigacion, se puede comunicar con el
investigador Dr. Mario A. Chalhoub Moreno o con mi directora de investigacion Dra.
Alma Yolanda Arce Mendoza.

Si desea participar, favor de llenar el talonario de autorizacion y devolverlo.

AUTORIZACION

Yo,

certifico que he leido y he comprendido el procedimiento descrito arriba; el investigador
me ha explicado el estudio y ha contestado mis preguntas. Voluntariamente doy mi
consentimiento para la obtencion de 20 ml de sangre para poder participar en el estudio
del Dr. Mario Chalhoub, estudiante del programa de especialidad y maestria de
Periodoncia sobre PRODUCCION DE CITOCINA PROINFLAMATORIAS DE
LAS CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERISFERICA DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD PERIODONTAL ESTIMULADAS CON
AGGREGATIBACTER ACTYNOMICETECOMITANS Y SU REGULACION POR

METRONIDAZOL Y TETRACICLINAS
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He recibido copia de este procedimiento.

FIRMA Y NUMERO DE CEDU! A

FECHA
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8. RESULTADOS

GRAFICO 1.

Producciéon de citocinas proinflamatorias estimuladas por Aggregatibacter
actinomicetecomitans entre celulas de sujetos sanos y de pacientes con

enfermedad periodontal

2.0 1

Control sano
1.5+

Control sano actcon Aa

Control paciente con EP

Paciente actcon Aa
1.0

pg/ml

0.5 -

0.0~

Citocinas

Grafica 1. Comparacion de la produccion de citocinas proinflamatorias de las células de

sujetos sanos y pacientes con enfermedad periodontal con y sin estimulo por

Aggregatibacter actinomicetecomitans Annova test p<0.
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Citosina

pg/ml Sujetos Sanos Sujetos sanos con Aa | Prueba estadistica
TNf-a 0.83 1.52 | Significativo p< 0.001
IL-1B 0.85 1.75| Significativo p< 0.001
IL-6 0.83 1.18 | Significativo p< 0.005
INF-y 0.19 0.52 [ Significativo p< 0.01
Citosina
pg/ml Pac. E.P. sin estimulo | pac. Con E.P. estim. Aa. | Prueba estadistica
Significativo p<
TNF-a 1.39 1.5210.05
No significativo
IL-1P3 1.25 1.27 |p>0.05
No significativo
IL-6 1.24 1.28 | p>0.05
Significativo p<
INF-y 0.25 0.54(0.05

30



GRAFICA 2

Produccion de citocinas proinflamatorias estimuladas por Aggregatibacter
actinomicetecomitans entre celulas de sujetos sanos y de pacientes con
enfermedad periodontal ambas tratadas con Metronidazol
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Grafica 2. Comparacion de la produccion de citocinas proinflamatorias de las células de
sujetos sanos Yy pacientes con enfermedad periodontal con estimulo por Aggregatibacter

actinomicetecomitans y tratados con Metonidazol. Annova test p<0.05
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Citosina

pg/ml Sano estimulado Aa | Sano Aa + Metro Prueba estadistica
TNf-a 1.52 1.0/ Significativa p< 0.001
IL-1B 1.75 1.50 | Significativa p< 0.01
IL-6 1.18 0.9 Significativa p< 0.01
INF-y 0.52 0.16 | Significativa p< 0.01
Citocina Paciente Aa Paciente Aa + Metro |Prueba estadistica
TNf-a 1.55 0.8 Significativa p< 0.001
No significativa p>
IL-1B3 1.27 1.05|0.05
IL-6 1.28 0.95 | Significativa p< 0.01
INF-y 0.54 0.2 | Significativa p< 0.01
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GRAFICA 3

Produccién de citocinas proinflamatorias estimuladas por Aggregatibacter
actinomicetecomitans entre celulas de sujetos sanos y de pacientes con
enfermedad periodontal ambas tratadas con tetraciclinas
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Grafica 3. Comparacion de la produccion de citocinas proinflamatorias de las células de
sujetos sanos y pacientes con enfermedad periodontal con estimulo por Aggregatibacter

actinomicetecomitans y tratados con tetaciclinas Annova test p<0.05
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Citocina Sano Aa Sano Aa + Tetra Prueba estadistica
TNf-a 1.52 0.99 | Significativa P< 0.001
IL-18 1.75 1.19 | Significativa p< 0.001
IL-6 1.18 0.84 | Significativa p< 0.005
INF-y 0.52 0.16 | Significativa p< 0.01
Citocina Paciente Aa Paciente Aa + Tetra | Prueba estadistica
TNf-a 1.55 0.81 [ Significativa p< 0.001
No significativa p>
IL-18 1.27 1.03|0.05
IL-6 1.28 0.80| Significativa p< 0.01
INF-y 0.54 0.23 | Significativa p< 0.01
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9. DISCUSION

La infeccion bacteriana induce una reaccion inmunoldgica destructiva dominada por
células inflamatorias mononucleares y células tisulares, todas produciendo citoquinas
proinflamatorias que interfieren con el proceso de regeneracion. Los patrones
moleculares de bacterias gramnegativas anaerdbicas en la biopelicula subgingival como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia y Tannerella forsythia, son reconocidos por los fagocitos. Los macr6fagos
producen citocinas proinflamatorias, como la interleucina-1p (IL-1p) y el factor de

necrosis tumoral-o. (TNF-a), lo que mejora la respuesta inmune.>®

La IL-1B es un potente estimulador de la hematopoyesis y de la respuesta inmune
adaptativa, que junto con el TNF- o, son moduladores sistémicos de la respuesta
inflamatoria de fase aguda y activan la produccion de mediadores inflamatorios
secundarios como quimiocinas y cicloxigenasas inductoras de prostaglandinas. La
etiopatogenia de la periodontitis la han estudiado ampliamente multiples autores 60-66, y
con base en los resultados de tales estudios se han construido hipotesis sobre el papel de

las diferentes células de la respuesta inmune en la progresion del dafio, tema que alin es

controvertido. ¢

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelan que el comportamiento de las
citosinas en cada tratamiento por separado fue muy parecido cuando se compararon los
sujetos sanos con los pacientes y se estimularon con el A.actinomycetemcomitans,

Metronidazol y Tetraciclina.
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Tanto los sujetos sanos como los pacientes con EP que se estimularon con A.
actinomycetemcomitans aumentaron la produccion de citocinas proinflamatorias
producidas por celulas mononucleares de sangre periférica. Siendo la produccion de
estas citocinas mayor en los pacientes con EP que en los sujetos sanos . A pesar de que
hubo un aumento en todas la citocinas tanto en los sujetos sanos como en los pacientes
con EP; este aumento fue no significativo para la IL- 1 B y para la IL-6 para los
pacientes con EP.

Cuando se estimul6 a los sujetos sanos como a los pacientes con EP con metronidazol y
tetraciclina pudimos observar lo estimado en nuestra hipétesis; que era una disminucion
de las citocinas proinflamatorias ; a pesar de que hubo una disminucién, esta fue no

significativa en los pacientes con lalL-1B.

El TNF-o y la IL-1B son producidas por monocitos y macréfagos en las etapas
tempranas de la respuesta inflamatoria. Ambas citoquinas proinflamatorias estimulan
directamente a los osteoclastos para inducir la reabsorcion 0sea y promueven la
liberacion de enzimas tisulares y metaloproteinasas de la matriz (MMP), responsables de
la degradacion de la matriz extracelular, ligamento periodontal y hueso alveolar. 68-70

Nuestros resultados coinciden con los reportados por Becerik y cols.”" cuya
investigacion tuvo como objetivo detectar citocinas (IL-1B, IL-6, IL-11) en plasmay en
fluido crevicular (GCF) en 80 pacientes que se dividieron en 4 grupos (PC: 20 pacientes

con periodontitis cronica, GAgP: 20 pacientes con periodontitis agresiva, G: 20

pacientes con gingivitis y H: 20 sujetos sanos). Los resultados revelaron que se detecto
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IL-1B en todas las muestras de plasma analizadas. Se detectd 1L-6 en el 70% de las
muestras de plasma en el grupo de GAgP, el 80% en el grupo de PC, el 75% en el grupo
G y 70% en el grupo H. Los niveles de IL-1p, IL-6 e IL-11 en GCF se elevaron en las

formas crénicas y agresivas de periodontitis en comparacion con los controles H.

Por su parte, Gorska y cols.” realizaron una investigacion con el objetivo de analizar la
expresion de citoquinas (IL-1 B, TNFa, IFN-y, IL-2 IL-4 e IL-10) en pacientes con
periodontitis y sujetos sanos. El estudio se realizd en muestras de suero y biopsias de
tejidos gingivales recogidos simultdneamente en 25 pacientes con enfermedad
periodontal crdnica severa y 25 sujetos periodontalmente sanos. Este estudio demostro
que las citoquinas inflamatorias, tales como IL-1f3, TNF- a, IL-2 e IFN-y, dominaron la
respuesta a bacterias en el tejido gingival inflamado de pacientes con periodontitis
cronica severa y otra observacion consistente fue la asociacion entre altas proporciones
de IL-18 y TNFa , IL-4 e IL-10, y valores aumentados de profundidades sondeables,
pérdida de insercion clinica y sangrado al sondaje, marcadores clinicos de la actividad
de la enfermedad periodontal. Estos resultados indican que la alta variabilidad de las
concentraciones de citoquinas y la baja frecuencia de su deteccién en muestras de suero
de pacientes con periodontitis hacen que estas determinaciones sean indtiles para la
deteccion de la presencia de la enfermedad y/o su gravedad. En contraste, los altos
niveles absolutos de IL-1B, TNFa, IL-2 e IFN-y y, especialmente sus altas relaciones a
IL-4 e IL-10 que se encuentran en las biopsias de tejido inflamado, se asociaron

estrechamente con la gravedad de la enfermedad periodontal.
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Numerosos estudios’®”" donde se registraron las concentraciones de IL-1B en fluido
crevicular tanto en pacientes con enfermedad periodontal como en sujetos sanos, fueron
capaces de encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
Observandose la IL-1B mas clevada en el grupo con enfermedad periodontal activa.
Estas concentraciones eran aproximadamente del doble en el grupo con enfermedad

periodontal.”

Diversos autores expresan que la IL-1p esta fuertemente relacionada con la condicion

79 .
. en un estudio

inflamatoria del periodonto, tal es el caso de Stashenko y co
longitudinal, observaron que aquellos lugares que presentaban una pérdida de insercion
> 2.5 mm en un intervalo de dos meses, poseian los niveles mas elevados de IL- 1.

Estos niveles eran 2.5 veces mayores que en las localizaciones enfermas sin una pérdida

de insercion tan marcada, y de 4.6 veces mayores que en las localizaciones sanas.

Asimismo, nuestros resultados contrastan con los reportados por Suarez y cols.®’” quienes
estudiaron la produccion de IL-1B por linfocitos B (LB) y monocitos (Mo) de sangre
periférica de individuos con enfermedad periodontal y sin ésta en presencia de
lipopolisacarido (LPS). Para ello tomaron células de 5 individuos con diagnostico
sano/gingivitis, 5 pacientes con periodontitis cronica (PC) y 5 con periodontitis agresiva
(PAg). Sus resultados revelaron que las concentraciones basales de IL-1P producidas por
LB fueron menores en sujetos con PC comparados con sujetos con PAg e individuos
sanos. En presencia del estimulo, se incrementaron sin encontrarse diferencias entre los
grupos. La IL-1 B producida por los Mo a nivel basal y frente al estimulo fue similar
entre los sujetos, pero mayor comparada con la liberada por los LB en pacientes con

periodontitis. Por lo tanto este estudio concluye que la produccion de IL-1p por LB en el
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estado basal estd significativamente disminuida en pacientes con PC, comparado con
sanos y PAg, pero una vez estimulados con LPS, la respuesta es similar en los tres
grupo. En general, la presencia de enfermedad periodontal agresiva o cronica se ha
asociado con concentraciones elevadas de IL-1P localmente en la encia y sistémicamente
en la sangre periférica; pero los hallazgos de este estudio mostraron que en los pacientes
con periodontitis cronica los LB de la sangre periférica tenian cantidades de citocina mas

bajas en ausencia del estimulo, comparado con los otros grupos de estudio.

Frente a este hallazgo es posible proponer posibles hipotesis y una de ellas es la
reprogramacion celular, en este caso en el LB, sustentada por el hecho de la cronicidad
de la infeccidén y generada por el continuo contacto de la endotoxina de la bacteria que

alcanza el torrente circulatorio. &’

En el presente estudio el Aa estimul6 la produccion de IL-1 B, 11-6, FNTa y del IFNy,
esto coincide con el estudio reportado por Rogers y cols.®’ realizado con el objetivo de
establecer un modelo de pérdida Osea alveolar inflamatoria agresiva en ratas utilizando
LPS derivado de Aa. Para ello, seleccionaron 18 ratas Sprague-Dawley y las dividieron
en grupos de prueba de LPS (N = 12) y control de solucién salina (N = 6). Todos los
animales recibieron inyecciones de Aa durante 8 semanas. Se evalud la prevalencia de
infiltrado inflamatorio, citoquinas proinflamatorias y osteoclastos.  ElI examen
histoldgico revelé un aumento del infiltrado inflamatorio, un aumento significativo de la
inmunotincion para interleucina IL-6 y -1 y FNTa en el grupo de LPS en comparacion

con los controles. Concluyendo que las inyecciones orales de LPS derivadas del
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patogeno periodontal Aa pueden inducir una pérdida 0sea alveolar severa y produccion
de citocinas proinflamatorias en ratas a las 8 semanas.
Esto es similar a otros estudios de modelos de pérdida 6sea inducida por patdgenos

orales®'®?

y es consistente con la capacidad de Aa para inducir TNFo e IL-1B y 6 in
vitro. Otros datos in vitro han demostraron que Aa puede estimular la expresion de
RANKL, IL-6 y MMP-13, asi como varias células periodontalmente relevantes,

incluidos los fibroblastos, osteoblastos y macréfagos del ligamento periodontal. &

Las citocinas proinflamatorias con potentes acciones proresortivas, incluido el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), IL-1 e IL-6 estan altamente reguladas por incremento por
Aay asi promueven la formacion de osteoclastos y la reabsorcion 6sea. En humanos, los
pacientes positivos a Aa tuvieron una pérdida 6sea periodontal significativamente mayor
que los sujetos negativos a Aa lo que respalda el notable impacto de esta bacteria en la
enfermedad periodontal y sobre la accidn de citocinas que desencadenan la reabsorcién

6sea.®

Duante la periodontitis, el IFNy se ha detectado en elevados niveles de lesiones
progresivas o0 severas Y estos elevados niveles también se han asociado a un incremento
en la secrecion de Il-1B, IL-6, FNTa, y a la pérdida de insercion conectiva y
reabosorcién 6sea alveolar.®* estos resultados pudiesen explicar porque no se aumento
tanto el INF gamma cuando se estimulo con el A . Agregobacter ya que no tuvo

influencia de las otras citocinas .

En el presente estudio el comportamiento en cada tratamiento fue muy parecido cuando

se compararon los sujetos sanos con los pacientes y se estimularon con el
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A.actinomycetemcomitans, Metronidazol y Tetraciclina. EI A. actynomicetemcomitans
estimul6 la produccion del IFNy en citocinas proinflamatorias producidas por células
mononucleares de sangre periférica en pacientes o sujetos sanos con estimulo basal en
comparacion con los no estimulados; pero el metronidazol y la tetraciclina no tuvieron
un efecto significativo en la produccion del IFNy en citocinas proinflamatorias
producidas por células mononucleares de sangre periférica en pacientes o sujetos sanos
con estimulo basal en comparacion con los no estimulados.

El IFN-y tiene multiples efectos inmunorreguladores, media la defensa del huésped
contra la infeccion y es un potente activador de los fagocitos mononucleares. El IFN-y,
liberado durante las etapas tempranas y tardias de la respuesta inmune por las células
natural killers y las células T activadas, respectivamente, regula varios aspectos de la
respuesta inmunitaria. Nuestros resultados del analisis de IFNy en pacientes con
periodontitis coincide con lo reportado por Dutzan y cols.*® quienes realizaron un
estudio con el objetivo de determinar la expresion de IFN-y en tejido gingival y suero de
pacientes con periodontitis crénica. Los investigadores seleccionaron 106 pacientes con
periodontitis crénica moderada o avanzada. Recogieron muestras de fluido crevicular
(GCF), muestras de suero y biopsias gingivales de pacientes. Los autores informaron
que la concentracion de IFNy fue significativamente mayor en muestras de suero y
biopsias de tejido gingival de pacientes con periodontitis que de controles sanos por lo
tanto concluyen que considerando los niveles de IFN-y encontrados en los sitios activos,
esta citoquina esta involucrada en el desarrollo de la respuesta inflamatoria gingival al
mediar su activacion. Sus hallazgos demostraron que la cantidad total y la concentracion
de IFN-y son significativamente mayores en los sitios activos en comparacion con los

sitios inactivos.
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Los resultados del presente estudio son consistentes con los hallazgos de Teng y cols.®
quienes describieron el papel de IFN-y (en humanos y ratones) en la modulacion del
activador del receptor del factor nuclear kappa B (RANKL) y pérdida Osea alveolar
mediada por células Th bajo condiciones inflamatorias postmicrobianas in vivo. En
algunos estudios,®® el IFN-y parece ser la citoquina predominante producida por las
células T en las enfermedades periodontales, y el aumento de las células productoras de

IFN-y se correlaciond con la progresion de la enfermedad.®*

Estudios han demostrado que el metronidazol (MTZ) tiene multiples efectos en
diferentes aspectos de la inmunidad. El MTZ ha estado involucrado en la disminucion de
los niveles de citoquinas. El tratamiento con MTZ oral y vaginal indujo una disminucion
en los niveles de citoquinas en mujeres embarazadas con vaginosis bacteriana. De
manera similar, otro estudio informd que el tratamiento con MTZ en nifios con giardiasis
complicada y no complicada por alergia desempefié un papel en la conversion de niveles

altos de TNF-q, IL-2R, IL-1p, IL-6, IL-8, y 6xido nitrico a niveles normales. & %

En el estudio realizado por Shakir y cols.*

el porcentaje de monocitos de sangre
periférica circulante se redujo significativamente con el MTZ. La concentracion de
TNFa también se redujo significativamente por MTZ de una manera dependiente de la
dosis. En un estudio in vitro® con células mononucleares de sangre periférica humana, el
MTZ mostr6 una inhibicion considerable de la generacion de TNFa estimulada por

endotoxinas. Sobre la base de estos hallazgos, la inmunosupresion por MTZ es evidente

en la funcion de macrofagos.
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A través de estos estudios observamos que el MTZ muestra maltiples acciones en el
sistema inmunologico e induce la inmunosupresién al ejercer diferentes efectos en las
células inmunitarias. Lo anteriormente expuesto coincide con la investigacion realizada
por Rizzo y cols.” con el objetivo de simular las condiciones in vivo que ocurren en
sitios periodontales enfermos y evaluar los efectos de la MTZ sobre la viabilidad de las
células del ligamento periodontal (HPLC) aisladas, también fue evaluado la capacidad
del MTZ para modular la liberacién de interleucinas (IL-1p,

IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a en HPLC, tratada o no con LPS de Porphyromonas
gingivalis. Los resultados obtenidos mostraron que MTZ no tenia efecto citotoxico en la
HPLC vy fue capaz de inhibir la produccion de citoquinas pro inflamatorias analizadas.
Los resultados mostraron que el tratamiento de HPLC con MTZ inhibi6
significativamente la produccion de TNF-a e IL-1p inducida por LPS de P. gingivalis, y
la inhibicion de estas citoquinas por MTZ puede contribuir a reducir el impacto de los
procesos destructivos del tejido mediados por citoquinas en la periodontitis. El posible
mecanismo por el cual los efectos del MTZ influyen en la produccion de citoquinas se
debe probablemente a una sensibilidad alterada de las HPLC aisladas inducidas por el
LPS de P. gingivalis; no se puede excluir que la reduccién de citoquinas podria ser

causada por intermediarios toxicos que atacan maultiples sitios en las células objetivo.

Por su parte Sun y cols.* realizaron un estudio para medir la produccién de citoquinas y
quimiocinas después del tratamiento con tetraciclina de células THP-1 inducidas por
lipopolisacaridos (LPS). Tres tetraciclinas suprimieron significativamente la expresion
de citoquinas y quimiocinas inducidas por LPS. Se agregaron minociclina (50 pg / ml),

tigeciclina (50 pg / ml) o doxiciclina (50 pg / ml) después del tratamiento con LPS. El
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TNF-a se redujo a 16%, 14% y 8%, respectivamente, después de 60 minutos en
comparacion con el tratamiento con LPS sin agentes. Aunque las tres tetraciclinas
mostraron algunas diferencias en el curso del tiempo, inhibieron la produccion de
citoguinas y quimioquinas y suprimieron significativamente la expresion de TNF-a e IL-
8 en células THP-1 estimuladas con LPS. Por lo tanto, mas de una via de sefializacion
puede estar involucrada en la regulacion por disminucion de tetraciclinas de la expresion
de citoquinas y quimiocinas inducidas por LPS en células THP-1. Y entre las tres vias de
sefializacion, la via de NF-kB podria ser la via dominante en la modificacion de

tetraciclinas de la produccion de citoquinas inducida por LPS en células THP-1.

Finalmente, Bostanci y cols.”* demostraron en su estudio que la doxiciclina inhibe la
produccién de varias citoquinas proinflamatorias en células monociticas humanas
estimuladas con sobrenadantes de cultivo de Aa. La importancia de estos hallazgos es
que, aparte de su efecto inhibitorio sobre la actividad de la MMP, la doxiciclina también
parece ejercer efectos antiinflamatorios mas generales, que se manifiestan como una
reduccion de la produccién de citocinas proinflamatorias por monocitos en presencia de
Aa. Por lo tanto, este antibiotico puede tener efectos moduladores marcados en la
respuesta inflamatoria a través de una amplia gama de acciones. Por ejemplo, la
inhibicion de IL-1b, TNF-o e IL-6 puede resultar en una disminucion de la actividad de
resorcion 0sea, mientras que la inhibicion de IL-8 puede atenuar la afluencia de células
inflamatorias en el area afectada. Los autores concluyen que la doxiciclina atenta la
produccion de una amplia gama de citoquinas proinflamatorias por monocitos humanos,
inducida por el principal patégeno periodontal Aa. Por lo tanto, dentro de la limitacion

de este trabajo in vitro, los hallazgos pueden apoyar que los beneficios clinicamente
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probados de este medicamento pueden estar relacionados con su capacidad para regular
la liberacion de mediadores inflamatorios por parte de las células monaciticas, y no solo

debido a la atenuacion de la actividad de MMP.
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10. CONCLUSION

Las citoquinas y mediadores inflamatorios acttian solos o en conjunto para estimular la
degradacion periodontal. El desafio constante de las células inmunes ante los
periodontopatogenos y sus factores de virulencia producen una secrecion no controlada
de citoquinas que puede verse modificada por algunos medicamentos como el

metronidazol y la tetraciclina.

A.actynomicetemcomintans es capaz de estimular la produccion de citocinas (FNT oo,
IL-18 , IL-6 vy IFNy) proinflamatorias producidas por las células mononucleares de
sangre periférica tanto de pacientes con enfermedad periodontal y como en los obtenidos
de sujetos sanos. El tratamiento con tetraciclinas, disminuye la produccion de citocinas (
FNT oo, IL-1f , y IFNy ) con respecto a la disminucion de la IL6 esta disminucion no es
altamente significativa. El tratamiento con metronidazol disminuye la produccion de
citocinas (FNT oo , IL-1p , IL-6) La disminucién de la IL-6 no fue altamente
significativa. Nuestra hipotesis de que el Metronidazol y la Tetraciclina inhiben la
produccion de todas las citocinas proinflamatorias fue comprobada en esta
investigacion; pero se nesecitan aun mucho mas inverstigaciones para poder entender los

mecanismos por los cuales existen estas disminuciones .
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