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RESUMEN

El empleo de Emdogain (EMD) para el tratamiento de defectos 6seos resulta en la
mejora de los parametros clinicos, aunque su mecanismo de accion y efectos
fisiologicos no estan completamente caracterizados. Con el fin de entender en
parte el mecanismo de accion del EMD en este trabajo se evalué el efecto EMD
sobre la produccion de factores de mineralizacion (Ameloblastina, Osteopontina,
Osteocalcina, Osteoprotegerina) y sus posibles efectos adversos al analizar la
produccion de citocinas proinflamatorias (IFN-gama, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-
12).

Para lograr esta evaluacion se aislaron fibroblastos de tejido gingival, los cuales
fueron incubados con el EMD. Posteriormente, se analizo por métodos
inmunocitoquimicos la produccidn celular de los marcadores de mineralizacion.
Por otra parte, se aislaron células mononucleares de sangre periférica y fueron
incubadas con el EMD para analizar la produccién celular de citocinas
proinflamatorias por inmunocitoquimica.

En cuanto a la produccion de factores de mineralizacion se observo un incremento
significativo de células productoras de osteopontina (p<0.01), osteoprotegerina
(p<0.05) y osteocalcina (p<0.05). No se encontré diferencia en la produccion de
ameloblastina entre células incubadas con EMD y el control. Se encontr6 un
incremento significativo de células inmunoreactivas a IL-12 (p<0.01) e IL-6
(p<0.05), sin embargo, no se observo diferencia significativa en la cantidad de
células inmunoreactivas a IL-1 beta, TNF-alfa o IFN-gama entre el control y las
incubadas con el EMD.

El EMD estimula la produccion de algunos factores de mineralizacion y presenta
una buena biocompatibilidad.



I. INTRODUCCION

El empleo del derivado de la matriz del esmalte (EMD) para el tratamiento de
defectos infradseos resulta en la mejora de los parametros clinicos, en términos de
profundidad de sondaje, reduccién y ganancia de insercién, comparado con
colgajos de acceso o de Widman modificado. Aunque la cicatrizacion
ocasionalmente es regeneracion periodontal verdadera, esto no puede
considerarse como un resultado predecible y reproducible, es decir, su mecanismo
de accion y efectos fisioldgicos no estan completamente caracterizados. En este
estudio se pretende investigar los efectos que tiene el EMD, particularmente sobre
la induccién de glucoproteinas iniciadoras de mineralizacion y sobre la produccion

de citocinas proinflamatorias.

Los resultados nos permitirdn entender en parte el mecanismo de accion del EMD.
Ademas, se estableceran los modelos para evaluar el efecto sobre marcadores de

mineralizacion de otras proteinas y factores de crecimiento

Este estudio, ademas, nos servira para establecer los modelos de estudio para la
evaluacion de nuevas sustancias que pueden inducir la regeneracion periodontal,
tales como proteinas del esmalte aisladas (por ejemplo amelogenina, la cual es
uno de los principales constituyentes del EMD) y factores de crecimiento

relacionados al desarrollo dental.



ANTECEDENTES

El periodonto de insercién son un conjunto de estructuras que se encargan de
mantener el diente dentro del alvéolo, forman una unidad funcional y tienen el
mismo origen embriolégico. Los elementos que lo conforman son el hueso
alveolar, cemento y el ligamento periodontal los cuales se originan al mismo
tiempo que se lleva a cabo la formacién de la raiz a partir de la capa interna del

saco o foliculo dentario.

CEMENTO

El cemento es un tejido conjuntivo mineralizado que cubre la dentina en la porcidon
radicular. Su funcién es servir como medio de anclaje para las fibras del ligamento
periodontal. Por sus caracteristicas histologicas es muy similar al tejido 6seo ya

que sus componentes organicos e inorganicos son casi los mismos.

Composicidén quimica. La matriz del cemento contiene aproximadamente 50% de
componentes inorganicos, 22% de materia organica y 32% de agua. El
componente inorganico mas importante es el fosfato de calcio en forma de
cristales de hidroxiapatita. Mientras el principal componente del matriz organica

estd compuesta principalmente por colageno tipo .



El cemento se caracteriza por no tener vascularizacion e inervacién, ademas de
por no poseer la capacidad de remodelado. Los principales tipos celulares que

encontramos en el cemento son:

Cementoblastos: se encuentran en la superficie del cemento del lado del
ligamento periodontal y son las células encargadas de la secrecién del cementoide
(cemento inmaduro) que posteriormente es mineralizado.

Cementocitos: se llaman asi los cementoblastos cuando éstos quedan incluidos en
la matriz del cemento mineralizado. Se alojan en cavidades denominadas
cementoplastos. Estas células poseen prolongaciones citoplasmaticas las cuales
se alojan en unos pequefios tuneles denominados canaliculos o calcéforos los

cuales permiten que se lleve a cabo la difusidén de los nutrientes.

LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal es un tejido conjuntivo fibroso que a través de sus fibras
une el diente al alvéolo. Ademas de ser el medio de unién del diente al alvéolo,
soporta y resiste las fuerzas de la masticacién, actia como receptor sensorial

propioceptivo.

Este tejido como cualquier tejido conjuntivo estd formado por células, fibras y

sustancia fundamental.



Algunas de las células que forman el ligamento periodontal tenemos:

Fibroblastos: es la célula forma los componentes de la matriz extracelular como el
colageno, proteoglucanos y elastina.

Osteoblastos: cubren la superficie alveolar del ligamento periodontal
Cementoblastos: cubren el ligamento periodontal del lado del cemento
Osteoclastos: son células que reabsorben hueso y las encontramos debido a los
procesos de reabsorcion y aposicion.

Cementoclastos: son células que pueden reabsorber cemento e incluso dentina,
presentes en procesos patoldgicos y fisiolégicos como la rizoclasia.

Macrofagos: célula cuya funcion es la fagocitosis ya que contienen una gran
cantidad de lisosomas, participan en la defensa.

Mastocitos: célula que deriva del basoéfilo y que contiene granulos que contienen
sustancias como la heparina e histamina.

Restos epiteliales de Malassez: éstas células son restos de la vaina epitelial de
Hertwig, regularmente se localizan del lado de la superficie del cemento

Células madre ectomesenquimales: son células pluripotenciales que se
encuentran cerca de los vasos sanguineos y tienen la capacidad de diferenciarse
en fibroblasto, cementoblasto u osteoblasto.

Las fibras que forman el ligamento periodontal son: colagenas, reticulares,
elasticas, oxitalanicas y de elaunina.

Fibras de colagena: son las mas abundantes y estan formadas por colageno tipo |,

son muy resistentes y son las que conforman los grupos de fibras principales.



Fibras elasticas y reticulares: éstas fibras son escasas, estan formadas por
colageno tipo lll y se encuentran generalmente cerca de vasos sanguineos.

Fibras oxitalanicas y de elaunina: se consideran fibras elasticas inmaduras.

HUESO ALVEOLAR

El tejido 6seo es un tipo de tejido conjuntivo especializado formado también por
células y matriz extracelular. Esta formado por aproximadamente 60% de

componentes inorganicos, 20% de agua y 20% de componentes organicos.

La matriz organica esta formada principalmente por colageno tipo I, mientras que
el resto esta formado principalmente por proteoglucanos y glucoproteinas. Algunas
de las glucoproteinas son: Osteopontina, osteonectina, sialoproteina désea y

proteina morfogenética 6sea (BMP).

La matriz inorganica esta formado principalmente por cristales de hidroxiapatita,

15% de carbonato de calcio y el resto de otras sales minerales.

En cuanto a las células que forman el tejido 6seo tenemos:

Células osteoprogenitoras: son células que pueden dar origen a osteoblastos.
Osteoblastos: son las células que se encargan de secretarla matriz organica del
hueso y se encuentran rodeando este tejido

Osteocitos: asi se denominan cuando los osteoblastos quedan encerrados dentro

de la matriz 6sea mineralizada.



Osteoclastos: son las células encargadas de degradar la matriz 6sea.
Célula bordeante 6sea: son células que revisten la matriz 6sea en lugares donde

la matriz no se forma por los osteoblastos ni se destruye por los osteoclastos.

ENFERMEDAD PERIODONTAL

La encia representa un sitio Unico en nuestro cuerpo, por que es el unico lugar
donde la continuidad de la capa protectora epitelial es interrumpida por la
protrusion de los dientes dentro de la cavidad oral. Las propiedades protectoras
del epitelio gingival estan comprometidas frecuentemente por la colonizacién de
microorganismos orales en la region cervical de los dientes. En la mayoria de las
personas, la persistente placa dental resulta en inflamacién de la encia. En
algunos, la presencia de supuestos periodontopatégenos, como el Actinobacillus
actinomycetecomitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia,
probablemente en union con un sistema de defensa comprometido, puede
permitir el desarrollo de periodontitis, una enfermedad inflamatoria crénica que
afecta las partes mas profundas del periodonto. Esto frecuentemente permite la
degradacion del aparato de insercion y reduce el soporte de los dientes. Por lo que
uno de los principales propositos del tratamiento periodontal es prevenir una
mayor pérdida de soporte. Sin embargo el ultimo propédsito de la terapia
periodontal, deberia ser una completa regeneracién de los tejidos perdidos.
Diferentes estrategias han sido enfocadas para alcanzar este objetivo. Ninguna de

éstas, sin embargo, se ha comprobado que sea 100% efectiva [1].
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Por lo que se considera que la periodontitis es una enfermedad infecciosa crénica
de las encias causada por la presencia de bacterias en la placa dental. Esta
condicion induce la ruptura del aparato de sostén del diente hasta que las piezas

dentales se pierden [2].

TERAPIA PERIODONTAL

Los procedimientos del tratamiento periodontal pueden ser divididos en quirtrgicos
y procedimientos no quirdrgicos. Los procedimientos no quirdrgicos abarcan la
limpieza supra y subgingival en casos selectos, sin embargo puede incluir el uso

de antibiéticos para reducir la cantidad de periodontopatdgenos [1].

Los procedimientos quirurgicos tienen como principal objetivo limpiar la raiz de los
dientes de la placa y el célculo y seccionar las areas inflamadas. Durante la cirugia
de colgajo el area danada es también accesible para intervenciones técnicas
especificas como los procedimientos de la regeneracién tisular guiada (GTR). Los
fibroblastos gingivales no tienen la capacidad de regenerar un funcional aparato
de insercién periodontal. Ellos deben prevenir esta formacion. En un intento de
establecer una guia de crecimiento de células, se han introducido membranas
para mantener las células gingivales en el territorio o dominio gingival y la guia de
las células del ligamento periodontal expuestas de lado de la raiz. Aunque no
todos los estudios reportan resultados favorables, la aplicaciéon de la regeneracion
tisular guiada esta en el promedio de resultados para mejorar el nivel del tejido

conjuntivo de union. Actualmente intentos se estan realizando para simplificar los
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procedimientos periodontales de regeneracion tisular guiada. Hasta hoy
sustancias biologicas con actividades especificas son aplicadas sobre las raices
que podrian ayudar a dirigir a las células a sus sitios especificos. Muchas de estas
sustancias son de factores de crecimiento polipeptidicos como BMP, PDGF, IGFy
fibronectina. Estos factores se supone que promueven la migracién, unién y

proliferacion de los fibroblastos del ligamento periodontal [1, 3].

PROTEINAS DE LA MATRIZ DEL ESMALTE

Hace unos afos fueron introducidos los proteinas de la matriz del esmalte (EMP)
como novel terapéutico. Estas proteinas fueron reportadas por promover la
regeneracion del aparato de insercion periodontal. Aunque también han sido
reportados promitentes resultados clinicos, su mecanismo de accion no es
conocido a detalle hasta ahorita. Es concebible que de alguna manera modulan el
potencial de regeneracion de las células del ligamento periodontal. Por otro lado,
estas proteinas, las cuales son hidrofébicas por naturaleza, pueden también

influenciar la composicién y crecimiento del biofilm bucal.

DERIVADO DE LA MATRIZ DEL ESMALTE

Los derivados de la matriz del esmalte (EMD) fueron introducidos a la literatura

periodontal en 1997 como un modulador de la cicatrizacion de los tejidos para
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imitar los eventos que ocurren durante desarrollo de raices y para ayudar a

estimular la regeneracién periodontal [4].

El EMD esta formado principalmente por amelogeninas (90%), y el resto son
principalmente proteinas no-amelogeninas ricas en prolina. Las proteinas del
esmalte se ha probado que no se encuentran en la region del cemento acelular
durante el crecimiento y desarrollo de la raiz pero si en la porcion apical de la raiz.
Recientemente la amelogenina se ha encontrado ausente a lo largo del desarrollo
de la superficie de la raiz en molares de ratones. Aunque el EMD claramente
muestra potencial para la regeneracion estimulada, como se menciono
anteriormente el mecanismo de accién del EMD no esta claramente entendido, y
su interacciébn con otros factores de crecimiento y proteinas en el sitio de

cicatrizacion del periodonto necesita ser fuertemente estudiado [5].

El EMD contiene una variedad de proteinas del esmalte hidrofobicas y ha sido
asociado con la formacion de cemento acelular y se ha encontrado que estimula la

regeneracion periodontal [6].

Para que la regeneracion ocurra, la proliferacion celular, migracion y sintesis de la
matriz extracelular son prerrequisitos. Intentos de regeneracion de los defectos
periodontales mediante la regeneracion tisular guidada usando injertos de hueso y
membranas no siempre producen resultados predecibles. La amelogenina, no

tiene un efecto significativo sobre la proliferacion o migracién por si misma. Esto
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puede sugerir que tampoco otros componentes de la matriz del esmalte en el EMD
pueden ser responsables por algunos de estos efectos clinicos, o que la
amelogenina sola no puede desencadenar el potencial regenerativo de los tejidos
periodontales y esto puede entonces requerir una interaccion combinada con otros

componentes de la matriz del esmalte del EMD para dirigir el proceso regenerativo

[7].

El EMD es usado clinicamente para promover la regeneracién de los tejidos
periodontales con una eficacia variable. La aplicaciéon del EMD resulta
significativamente frecuente en sitios sin signos clinicos de inflamacion;
adicionalmente, pacientes que recibieron durante el tratamiento EMD reportaron
significativamente menos incomodidad post-operatoria. Sin embargo, hay algunos
reportes que se enfocan o definen los mecanismos biolégicos para la observacion
de efectos anti-inflamatorios del EMD. Por lo que se concluye el rol del EMD en
inducir proliferacion, migracion, adhesién, mineralizacién y diferenciacion de
células del ligamento periodontal, indicando que el EMD modula factores

asociados con la inflamacion en monocitos [8].

Se cree que el EMD imita la actividad de las células epiteliales de la vaina
radicular de Hertwig, originando la secrecion de proteinas de la matriz del esmalte
y generando la formacion de cemento acelular. Sin embargo, a la fecha no hay
evidencia de lo anterior. Y ya se ha escrito que los depdsitos de cemento son un
prerrequisito para la formacion del ligamento periodontal y de hueso alveolar, para

el desarrollo del aparato de insercion periodontal [9-11].
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El EMD ha sido exitosamente empleado en la imitacién de la cementogénesis
natural para restaurar completamente la funcién del ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar en pacientes con periodontitis crénica. Cuando el EMD
se aplico a la superficie denudada de la raiz, este formé una matriz que localmente
facilita la respuesta de regeneraciéon de los tejidos periodontales adyacentes. Por
lo que se concluye que el EMD favorece el crecimiento de células mesenquimales
sobre las epiteliales, y que la liberacion autocrina de factores de crecimiento por
las células del ligamento periodontal expuestas al EMD contribuyen a la
cicatrizacion periodontal y la regeneracién en el proceso de imitacién del

desarrollo natural de la raiz [12-13].

El EMD vy el factor transformante de crecimiento (TGF-1beta) pueden jugar un rol
importante en la regeneracion periodontal. EI EMD induce la proliferacién de
fibroblastos del ligamento periodontal humanos asi como la migracion, sintesis
total de proteinas, actividad de fosfatasa alcalina y mineralizacion, mientras que
TGF-1beta incrementé la adhesién celular. Sin embargo la combinaciéon de ambos

factores no alteraron positivamente el comportamiento de los fibroblastos [14].

Por otro lado se ha comprobado que el EMD estimula expresién del factor de
crecimiento del tejido conjuntivo y la interaccion es modulada via factor

transformante de crecimiento TGF-beta en las células osteoblasticas. También, el
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factor de crecimiento del tejido conjuntivo afecta la mineralizacion osteoblastica del

EMD pero no la proliferacion de células [15].

Un estudio para establecer la influencia del EMD sobre células del ligamento
periodontal humanas, fibroblastos gingivales y células de un osteosarcoma (MG-
63) usando tasas de llenado de defectos en un modelo in vitro, establece que la
tasa de de llenado de defectos por las células del ligamento periodontal en
presencia del EMD fue estadisticamente mas grande que en presencia de
fibroblastos gingivales y del osteosarcoma que también fueron tratados con el
EMD. Por lo que se concluye que el derivado de la matriz del esmalte puede
mejorar la regeneracion de heridas especificamente por la modificacién en la

proliferacion y migracion de las células del ligamento periodontal [6,16].

Varias técnicas quirdrgicas han sido desarrolladas para regenerar los tejidos
periodontales incluyendo la regeneracion tisular guidada, injertos de hueso y el
uso de derivados de la matriz del esmalte (EMD). EI EMD es un extracto de la
matriz del esmalte y contiene amelogeninas de diferentes pesos moleculares. Las
amelogeninas estan involucradas en la formacién del esmalte y del periodonto de
insercién durante la formacién del diente. Las actuales ventajas del uso del EMD
son desconocidas. Con la excepcion de complicaciones postoperatorias mas
significativas en casos donde se llevo a acabo la regeneracion tisular guiada, sin
embargo no hay evidencia clinica importante de diferencias entre realizar

regeneracion tisular guiada o usar EMD [2].
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Los procesos de regeneracion tisular guiada han sido exitosamente utilizados para
restablecer el periodonto de insercién. Sin embargo, se ha reportado que este
nuevo periodonto de insercién difiere del original en fuerza y continuidad. Las
proteinas de la matriz del esmalte secretadas por la vaina epitelial de Hertwig
juega un rol importante en la cementogénesis sobre la raiz y en el desarrollo del
periodonto de insercion. Las proteinas de la matriz del esmalte (EMD) se obtiene
de dientes porcinos en desarrollo. Y se ha reportado que induce la regeneracién
periodontal verdadera (regeneracion del periodonto de insercién, cemento acelular

adyacente la superficie de la dentina) [12, 17].

Varios ensayos clinicos han indicado que la aplicacion del EMD en cirugias con
colgado de Widman modificado provee un mejor resultado que la cirugia sola.
Otras investigaciones han indicado que durante la cirugia de colgajo la utilizacién

del EMD o de membranas bioabsorbibles logran resultados similares [18].

Estudio histologico para evaluar el efecto del EMD en la regeneracion periodontal
reporta que hubo regeneracion periodontal en todos los casos de defectos, con
formacion de cemento nuevo, ligamento periodontal con fibras de Sharpey, y se
observo también formaciéon de hueso nuevo. Esto ocurrié en ausencia de factores
de crecimiento exdgenos, injertos de hueso, membranas de barrera o con la

combinacion de éstas [19].
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Estudios in Vitro han encontrado que el EMD favorece el crecimiento de las
células mesenquimales sobre el crecimiento de las células epiteliales y posee un

efecto citostéatico sobre las células epiteliales [20].

Este compuesto no afecta la respuesta inmune celular ni humoral [21-22]. Sin
embargo, ha sido reportado que el EMD induce la formacion de IgG en contra de

la amelogenina porcina, ya que esta es 91% semejante a la humana [23].

Las caracteristicas de EMD en relacion a su habilidad para formar hueso han sido
investigadas en ratones y se concluyo que el EMD es un agente osteoconductor,
ya que potencia el potencial osteoinductivo del material injertado pero se requiere

una dosis minima de 4mg [4].

Por medio de estudios empleando microarreglos, en células semejantes a
osteoblastos gran cantidad de genes son transcritos en respuesta al EMD, entre

ellos algunos de la matriz extracelular [24].

Otros estudios también han demostrado la trascripcion de algunos reguladores del
metabolismo éseo, como RANKL, COX2 y Cbfal [25, 26], incluso transcritos para
glucoproteinas como osteopontina [27], sialoproteina osea [28, 29] y

proteoglicanos [30].

El tratamiento de regeneracion con EMD ha mostrado promover la cicatrizacion de

los defectos intrabseos como se ha mencionado anteriormente. Sin embargo,
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hasta ahora varios régimes postoperatorios de antibiéticos han sido utilizados en
combinacion con el EMD vy por lo tanto no puede excluirse que los resultados
puedan también ser atribuibles al tratamiento con antibidticos. Por lo que se hizo
un estudio y se demostr6 que la administracién sistémica de amoxicilina y
metronidazol adyacente al uso del EMD para el tratamiento de cirugia de defectos
intradseos no produce estadisticamente reduccion superior de profundidad de
sondaje ni ganado de nivel de adhesién clinica en comparacion con los que se

trataron solamente con EMD [31].

Por otra parte, se ha reportado un efecto antiinflamatorio del EMD, cuando se
estimularon células sanguineas con lipopolisacarido y peptidoglicano, la liberacion
de citocinas proinflamatorias fue inhibida [32, 33]. Sin embargo, incrementa la

produccion de las citocinas IL-6 y TGF-beta [12-32].

FACTORES DE MINERALIZACION

Ameloblastina

Es la segunda mas abundante proteina estructural de la formacion de la matriz del

esmalte. Durante la maduracién mineral la ameloblastina es degradada, y un

fragmento especifico se ha mostrado que rodea la ruta secretora de los

ameloblastos que definen los limites laterales de la célula [34]. Es una proteina de

relativamente alto peso molecular [35].
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Aunque la ameloblastina puede actuar como una molécula de adhesién celular
ésta es esencial para el mantenimiento del estado de diferenciacién de los
ameloblastos, ambos la amelogenina y la enamelysina son indispensables para la

generacion del grosor total del esmalte de adecuada estructura de cristales [36].

Osteopontina (OPN)

Es una no colagena, ligada al calcio, fosfoproteina glicosilada producida por
osteoblastos. Aunque la OPN es un componente de la matriz ésea, esta proteina
es también encontrada en el rifidn, sangre, glandulas mamarias y salivales. La
OPN es también producida por osteoclastos y esta relacionada con la reabsorcion
asi como a la formacién de hueso, por que la expresién de OPN incrementa no
solo en los estadios de maduracion y mineralizacion de la matriz, ni en la

diferenciacién de los osteoblastos también en los sitios de reabsorcién ésea.

Ademas, los niveles de OPN incrementan en sepsis en enfermedad inflamatoria
del rindbn e incrementa citocinas inflamatorias como IL-1 beta y TNF-alfa que
modulan la produccion de OPN, lo cual indica la asociacion de OPN con
inflamacion. Por éstos hallazgos los niveles de OPN pueden reflejar lesiones
activas de enfemerdad periodontal acompanada de reabsorcion del hueso
alveolar. En estados progresivos de enfermedad periodontal con reabsorcion del
hueso alveolar, es posible que la OPN derivada de osteoblastos, osteoclastos y

células inflamatorias aparezcan en n el fluido gingival crevicular [37].
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Osteocalcina

La osteocalcina es producida por el osteoblasto, considerada una proteina
especifica 6sea, dependiente de la vitamina K y fijadora de calcio; es la proteina
no colagena unida a la hidroxiapatita mas importante de la matriz 6sea. Del total
de su produccion, una pequena parte no se incorpora a la matriz extracelular del
hueso, la cual es la fraccion medida en el suero. Su accién metabdlica consiste en
regular la homeostasia del calcio, lo que evita la excesiva mineralizacion ésea. Es
una proteina relativamente inestable y se metaboliza rapidamente tras liberarse a
la circulacion. Sus concentraciones varian durante el transcurso del dia, sus picos
mas altos ocurren durante la noche. Puede encontrarse disminuida la osteocalcina
en pacientes que cursan con hipoparatiroidismo y que consumen esteroides; su
concentracibn aumenta en pacientes con hiperparatiroidismo primario o

secundario y en la enfermedad de Paget [38].

Osteoprotegerina (OPG)

Nuevo miembro de la superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral
(TNFR) que a diferencia de todos sus parientes, no permanece tras su sintesis
como una proteina transmembrana con el cometido de elaborar sefales de
transduccién entre distintas células, sino que es secretada y no permanece

anclada en la membrana [39].
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Fue descubierta simultaneamente pero de manera totalmente distinta por dos
grupos de investigacion uno de ellos en EU mientras estudiaban cDNAs en
intestino de rata y otro en Japon mientras buscaban factores de inhibicién y/o

estimulacién de los osteoclastos [39].

Una vez descubierta la OPG, numerosos estudios se sucedieron para
desenmascarar y caracetizar tanto su estructura como sus funciones. EI RNAm de
la OPG se expresa en numerosos tejidos humanos (pulmén, corazén, rifones,
higado, intestino, estémago, cerebro, glandula tiroides y médula espinal) ademas
de en el hueso, en el cual su principal funciéon parece ser la inhibiciéon de la
maduracién de las osteoclastos y de su activacion, tanto in vivo como in vitro. Esto
gueda claramente de manifiesto en los experimentos realizados con ratones OPG-
knock-out, los cuales, aun de apariencia normal al crecimiento, tenian una mayor
tasa de mortalidad en la adolescencia debida a un incremento en la incidencia de
fracturas vertebrales y femorales. Sus tejidos 6seos eran caracteristicos de sujetos
con un alto grado de remodelado: huesos con pérdida trabecular y porosidad
cortical aumentada. Y algo méas sorprendente aun: éstos ratones mostraban
calcificaciones de la aorta de las arterias renales desde las dos semanas de vida,
calcificaciones que se encontraban en 2/3 partes del animal a los 2 meses [45-

40].

CITOCINAS
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Las citocinas son pequefias proteinas (aproximadamente 25kDa) solubles
secretadas por varios tipos de células. Usualmente éstas son liberadas en el
cuerpo en respuesta a la activacion e inducen una respuesta a través de
receptores especificos. Las citocinas pueden actuar de manera autocrina,
afectando el comportamiento de la célula que la produce, de manera paracrina,
afectando el comportamiento de células adjuntas a la que la produce, y algunas
citocinas que son los suficientemente estables pueden actuar de manera
endocrina, afectando el comportamiento de células a distancia, aunque esto
depende de la habilidad de éstas para entrar en la circulacién y de su vida media

en la sangre [41-44].

Las citocinas secretadas por macréfagos en respuesta a patdbgenos son un grupo
estructuralmente muy diverso de que incluyen: IL-1 Beta, IL-6, IL-12, TNF-Alfay la
quimiocina IL-8. ElI nombre interleucina (IL) seguido por un numero fué
denominado con la finalidad de desarrollar una nomenclatura estandarizada para
moléculas secretadas por leucocitos. Hay dos grupos principales de citocinas: la
familia de hematopoyetinas, las cuales incluyen hormonas del crecimiento y
tambien muchas interleucinas que juegan papeles importante en la respuesta
inmune innata y adaptativa; y la familia de TNF, la cual también tiene un rol
importante en la respuesta inmune innata y adaptativa. De las interleucinas
derivadas de macrofagos, IL-6 pertenece a la gran familia de hematopoyetinas,
TNF-Alfa es obviamente parte la familia de TNF, IL-1 e IL-12 son estructuralmente

distintas. Todas tienen importantes efectos locales y sistémicos que contribuyen a
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la respuesta inmune. El reconocimiento de diferentes clases de patdgenos puede
involucrar distintos receptores de sefialamiento con lo que resulta una variacion en

las citocinas inducidas [45-48].

Interleucina 1 beta (IL-1beta)

La familia interleucina 1 (IL-1) es un grupo de citocinas relacionadas que incluye

dos proteinas agonista (IL-alfa e IL-1beta) [49].

Interleucina 1 es principalmente una citocina inflamatoria. Biol6gicamente esta
mas cercanamente relacionada con factor de necrosis tumoral (TNF) que con
cualquier otra citocina o interleucina, aunque la estructura y receptores para IL-1 y
TNF son claramente distintos. IL-1 puede contribuir al crecimiento celular y a
funciones de reparacion. Durante la inflamacion, dafio inmunolégico o infeccion,

debido a sus multiples propiedades biologicas contribuye a la enfermedad [13,50].

IL-1 juega un papel clave en el inicio y desarrollo de la respuesta del huésped a la
invasion, siendo un importante factor en la iniciacion de la respuesta inflamatoria y
en la activacion de las funciones inmunologicas. Ademas de ésta actividad
pleiotrépica y al alto potencial de estos efectos inflamatorios, la actividad de IL-1
es fuertemente regulada en el cuerpo por una compleja red de sistemas de control

[49].
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La familia de las proteinas humanas IL-1 son mediadores clave de la respuesta a
infecciones, lesiones y cambios inmunoldgicos. ElI mecanismo por el cual IL-1
activa la respuesta pro inflamatoria en células blanco, y el plasma de los

receptores de membrana involucrados es bastante bien conocido [51].

Interleucina 6 (IL-6)

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina multifuncional, que juega un importante rol
en la inflamacién aguda y crénica asi como también esta implicada en la
reabsorcion de hueso. Se ha comprobado que la estimulacién de la liberacién de
IL-6 en células del ligamento periodontal en presencia de Pérfiromonas
Endodontalis puede jugar un rol en el progreso de la inflamacion y reabsorcion del

hueso alveolar en la enfermedad periodontal y la periapical [52].

Tiene efectos sobre multiples células, incluyendo la promocién y desarrollo de
células del sistema inmune y osteoclastos. Se ha comprobado incluso que la
delecion de IL-6 promueve el desarrollo de la lesion periapical como resultado de

la infeccion en los conductos radiculares [53].

Interleucina 12 (IL-12)

La familia de la interleucina 12 esta compuesta por 3 citocinas heterodinamicas:
IL-12, IL-23, e IL-27. En base a su estructura similar se espera que tengan

funciones proinflamatorias e inmuno reguladoras [54].
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IL-12 tiene un rol central como citocina inductora y mantenedora de una respuesta
Th1, la cual es esencial en la inmunidad mediada por células, en infecciones
virales y el control del tumor. También tiene un papel importante en el desarrollo y

progresion de la enfermedad autoinmune mediada por células [54,55, 56].

Se requiere para la éptima diferenciacion de las células linfocitos T CD4 a células
maduras efectoras Th1 y también pueden inducir la secrecion de INF-gamma por
linfocitos NK y linfocitos T CD8. Basada en el grado de secuencia y homologia

estructural, es bien sabido que IL-12, IL-27 puede promover la respuesta Th1 [57].

Las 3 citocinas (IL-12/IL-23/-IL-27) no son completamente redundantes , como
ellas pueden preferencialmente activar células ingenuas o células T de memoria,
inducen discretos perfiles de citocinas de células T, contribuyen a distinguir
estados de la respuesta inmune del huésped a agentes infecciosos y

diferencialmente promueve la autoinmunidad.

Ademas IL-12 no es solo un elemento del tejido conjuntivo entre células
accesorias y linfocitos, es también una molécula clave para la programacion de la

funcién de los macréfagos y células dendriticas [58].

Estimula la produccion de INF-gamma por medio del linfocito T helper (Th1)
mientras que IL-18 induce la respuesta Th1 cuando esta presente IL-12 pero una

respuesta Th2 en ausencia de IL-12 [59].
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Interferén gama (IFN-gama)

Esta citocina juega un rol importante en la induccién y modulacién de una gran
cantidad de respuestas inmunoldgicas. Participa en casi todas las fases de la
respuesta inmune e inflamatoria, incluyendo la activacién y diferenciacion de
células T, células B, linfocitos NK, macréfagos y otros; por lo que se le conoce
como citocina inmuno reguladora. La secrecion de INF-gamma es caracteristico
de los linfocitos Th1, aunque también es secretada por células T, por algunas
células ThO y por células NK. Cada uno de éstos tipos celulares secretan INF-
gamma solo cuando son activados usualmente como parte de la respuesta inmune
y especialmente en respuesta a la produccion IL-2 e IL-12 y es inhibida por IL-4,

IL-10, TGF beta, glucocorticoides, ciclosporina A [60].

La exposicion de INF-gamma potencializa la actividad microbicida de los
macroéfagos y los induce a secretar oxido nitrico y monocinas como IL-1, IL-6, IL-8
y TNF-alfa. Esto realza la actividad de células Th1, pero inhibe la produccién de
células Th2. INF-gamma no solo disminuye la produccion de IL-4 por células Th2

[60].
Casi todos los tipos celulares expresan un receptor para INF-gamma y responden

a esta citocina por el incremento de la expresién en la superficie de proteinas

clase complejo mayor de histocompatibilidad [61].
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Los efectos celulares de INF-gama incluyen la regulacién del reconocimiento de
patdégenos, procesamiento y presentacidon de antigenos, el estado antiviral,
inhibicién de células, proliferacion y efectos en la apoptosis, activacion de
funciones efectoras de microbicidas, inmuno modulacién, trafico leucocitico y
también activa neutréfilos, células NK y células endoteliales; asi como también
promueve la diferenciacion de células B y linfocitos T CD8. La produccion innata
de INF- gamma es un paso critico en la defensa inmunoldgica en contra de ciertos

patdgenos, asi como bacterias intracelulares, virus y hongos [60, 61].

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa)

La familia de factor de necrosis tumoral alfa ha sido una de las familias de
proteinas mas intensamente estudiadas. A ésta familia la constituyen 19 miembros
que median diversas funciones biologicas al ligar a la superficie de la membrana

receptores que pertenecen a la familia de receptores TNF (TNFr) [62].

Los miembros de la familia por otra parte también pueden ejercer dafo en el
huésped como sepsis, caquexia en tumores asi como en enfermedades
autoinmunes. Ademas ahora son conocidos el papel esencial de los miembros de
la superfamilia de TNF, asi como sus receptores durante la organogénesis de
organos linfaticos secundarios y el mantenimiento de la arquitectura de los tejidos

linfaticos [63].
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Factor de necrosis tumoral es una citocina pro inflamatoria que juega un rol critico
en diversos eventos celulares, incluyendo proliferacion celular, diferenciacién y
apoptosis. Esta también involucrada en muchos tipos de enfermedades. Se ha
demostrado que las diversas respuestas biolégicas mediadas por TNF se

alcanzan por la activacion de multiples mecanismos de sefalizacion [64].

Fibroblastos

Las células mas abundantes en el tejido conjuntivo son los fibroblastos. El rol de
éstas células es producir las proteinas estructurales del tejido conjuntivo como el
colageno y la elastina, asi como las glucoproteinas y glucosaminoglucanos que
comprenden la base sustancial del tejido conjuntivo periodontal. Bajo condiciones
normales, los fibroblastos periodontales producen y modifican la matriz
extracelular y juegan un rol en mantener la homeostasis y la integridad del tejido.
Ademas los fibroblastos son capaces de fagocitar objetos extrafos y juegan un

papel critico en el proceso de cicatrizacion de las heridas [65].

Observaciones recientes demostraron que los fibroblastos secretan una variedad
de citocinas inmunoreguladoras y mediadores quimicos cuando son estimulados
con un variedad de citocinas inflamatorias o endotoxinas bacteriales, lo cual
sugiere que los fibroblastos gingivales pueden jugar un rol importante no solo en
mantener la integridad del tejido periodontal, sino también en regular la respuesta

inflamatoria local [65].
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Los fibroblastos en vivo exhiben un rango de caracteristicas morfolégicas y
funcionales que incluyen la forma de cigarro o la forma estrellada in vitro pero una
gran variedad de formas in vito. Es posible describir un comportamiento
heterogéneo en poblaciones celulares del ligamento periodontal y la encia debido
al hecho de que hay una gran cantidad de diferentes tipos de celulares. Por
ejemplo, los macrofagos tisulares y los fibroblastos modificados son

morfolégicamente muy similares al microscopio de luz [66].

Macréfagos

Los macrofagos se diferencian al salir de los vasos sanguineos, son células muy
grandes con propiedades fagociticas ya que poseen organitos en su citoplasma
que contienen granulos en el interior con sustancias citotoxicas contra agentes
patdégenos. Casi todos los tejidos, 6rganos y cavidades poseen una poblacion
constante de macrofagos residentes y dependiendo en que sitio estén
establecidos adquieren un nombre especifico, asi por ejemplo histiocitos
corresponde al nombre de los que residen en el tejido conjuntivo, células de
Kupffer en el higado, osteoclastos en el hueso, macrofagos alveolares en el
pulmdn por mencionar algunos. La forma y funciéon dependen varia segun el tejido

en el que se encuentren [67].

Los macréfagos también se encuentran en érganos linfaticos. Se ubican en

muchas regiones del ganglio linfatico, en particular en el seno marginal, donde la
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linfa eferente ingresa al tejido linfatico, y en los cordones medulares, donde se
colecta la linfa eferente antes de luir a los sangre . Su principal funcion es fagocitar
microorganismos y particulas de antigeno y de este modo impedir que ingresen en
la sangre. Si bien los macrofagos procesan microorganismos y antigenos
fagocitados y exponen antigenos peptidicos en su superficie en conjunto con
moléculas coestimuladores, se piensa que se funcién principal en los tejidos
linfaticos es actuar como fagocitos de patégenos y de linfocitos apoptésicos. Los
macréfagos en reposo tienen pocas o ninguna molécula del MHC de clase Il en su

superficie y no expresan B7 [68].

La expresién de moléculas del MHC de clase Il y de B7 es inducida por la
ingestion de microorganismos y el reconocimiento de sus patrones moleculares
ajenos. Los macréfagos, como células dendriticas histicas, tienen una variedad de
receptores que reconocen componentes de la superficie microbiana, como el
receptor de manosa, el receptor fagocitico, receptores del complemento y varios
TLR. Tales receptores participan en la fagocitosis de microorganismos y en la
sefalizacién para la secrecion de citocinas proinflamatorias, que reclutan y activan
mas fagocitos. Los macréfagos fagocitan continuamente células muertas o
moribunda, que son fuentes ricas en antigenos propios, por lo cual reviste
particular importancia que no activen células T en ausencia de infeccion

microbiana [68].

La poblacién de macrofagos exhibe un amplio rango de fenotipos funcionales y

antigénicos, que incluyen la produccién de citocinas, respuesta a estimulos
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inmunomodulatorios y la limpia de patégenos. Su amplia distribucion en los tejidos
hace que estas células estan situadas listas para proveer una defensa inmediata
en contra de elementos foraneos previo a la inmigracién de leucocitos. La
circulacién de monocitos provee una fuente mdvil de inmunocitos competentes
funcionalmente capaz de infilirarse en los tejidos. Por que los macréfagos
participan en ambas inmunidades especificas via presentacion de antigeno y
produccion de IL-1 y la inmunidad no especifica en contra de bacterias, virus,

hongos y patégenos neoplasicos [69, 70].
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

En este estudio se investiga si las glicoproteinas indicadoras de mineralizacion

son sintetizadas en fibroblastos por efecto del EMD. Ademads, se investiga el

efecto del EMD sobre la produccién y secrecion de las citocinas proinflamatorias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el efecto del EMD sobre la produccion y secrecion de factores de
mineralizacion como Ameloblastina, Osteopontina, Osteocalcina,
Osteoprotegerina en células aisladas de tejido gingival.

Analizar el efecto del EMD sobre la produccion y secrecion de las citocinas
proinflamatorias IFN-gama, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-12 en células

mononucleares.

METAS

Obtener resultados morfofisiolégicos que nos permitan justificar y garantizar el
empleo de EMD.
Establecer modelos para evaluar nuevas glucoproteinas y factores de

crecimiento que podrian actuar en la regeneracion dental.
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ll. MATERIAL Y METODOS

ANALISIS DE FACTORES DE MINERALIZACION.

Se seleccionaron pacientes de entre 35 y 55 afos, sin ninguna enfermedad
sistémica que acudieron a la clinica de exodoncia. Después de firmar la carta de
consentimiento informado, se obtuvieron biopsias de la region gingival de
aproximadamente 2 mm?® y se colocaron en medio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) y penicilina 100 U/ml, estreptomicina 50 ug/ml y anfotericina B

(0.25 pg/ml) durante su traslado al cuarto de cultivo.

CULTIVO DE CELULAS

En la campana de flujo laminar se retiro el medio de cultivo de la muestra con la
micropipeta y se extrajo la muestra para posteriormente ser macerada,
adicionando 500 ml de tripsina (0.1%), y cortada en trozos pequefios por medio de

un bisturi.
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La muestra fue macerada y cortada por medio de un bisturi.

Se incubaron por 10 minutos con enzimas como tripsina, colagenasa y
hialuronidasa (0.05% cada una), en condiciones de humedad, a 37 °C y 0.5% de

co2.
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Después de un lavado a 1,200 rpm durante 5 minutos se resuspendi6 en 4.5 ml de
medio DMEM con 10% de suero fetal bovino. Se incubaron en placas de 12 pozos

a 37 °C y 0.5% de CO; por 8 dias.

Se estimularon posteriormente las células con el EMD en una concentraciéon de 25

microgramos por mililitro y fueron incubadas durante 48 horas.

Después se retiro el medio de cultivo y las células adheridas a las placas se fijaron

con paraformaldehido (4%) durante 24 hrs.
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Transcurridas las 24 horas se retiro el formaldehido y se hicieron lavados con

buffer de fosfatos (PBS) 0.2 M, pH 7.4 durante 24 horas.

Uno de los pozos de la placa fue tefido con la técnica de Papanicolau para

detectar posibles efectos citotoxicos.

INMUNOCITOQUIMICA

Las células fueron incubadas por 24 horas con anticuerpos
(SantaCruzBiotechnology) dirigidos a Ameloblastina (sc-50533), Osteopontina
(sc-21742), Osteocalcina (sc-80902), y Osteoprotegerina (sc-8468), diluidos en
PBS con triton X-100 al 0.5% (PBS-TX100). Después de la incubacién se lavaron

dos veces con PBS-TX100

Posteriormente, se incubaron por dos horas con anticuerpos secundarios
marcados con peroxidasa. La peroxidasa fue visualizada por medio de 3,3
tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (Sigma, Aldrich) al 0.5% en PBS con 0.01%

de perdxido de hidrogeno.

Un andlisis morfométrico permitira detectar diferencias en la produccion celular de

estos marcadores de mineralizacion.
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ANALISIS DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

Después de firmar la carta de consentimiento informado, se recolectaron muestras
de sangre de voluntarios sanos de entre 20 y 30 afios, realizando una puncion en
la vena cubital o basilica se obtuvieron 20 ml de sangre aproximadamente y se

colocaron en tubos con anticoagulante.

Se hizo una dilucién de la sangre con Buffer salino de fosfatos (PBS) estéril para

después colocarle Ficoll.
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Se centrifugd durante media hora a 1200 rpm. Después se elimin6 el exceso de
suero, para después obtener cuidadosamente un halo blanquecino que se

encuentra entre el Ficoll y el suero.
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Este extracto es el que contiene las células mononucleares al cual se le hacen 3

lavados con PBS estéril.

CULTIVO DE CELULAS

Posteriormente se resuspendieron las células en medio de cultivo (RPMI) y suero
fetal bovino al 10% para posteriormente ser colocados en placas de cultivo de 12
pozos, éstos se mantuvieron en incubacién durante48 horas a 37°C y 5% de

CO:o.
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Se incubaron con el EMD en una concentracion de 25 microgramos por mililitro y

fueron incubadas durante 48 horas.

Posteriormente se retira el medio de cultivo y las células adheridas a las placas se
fijaron con paraformaldehido (4%) durante 24 hrs. Transcurridas las 24 hrs se
retiro el formaldehido y se hicieron lavados con buffer de fosfatos (PBS) 0.2 M, pH
7.2-7.4 durante 24 horas. Uno de los pozos de la placa fue tefido con la técnica de

Papanicolau para detectar posibles efectos citotoxicos.

INMUNOCITOQUIMICA

Las células fueron incubadas por 24 horas con anticuerpos
(SantaCruzBiotechnology) dirigidos a IFN-gama (sc-73392), TNF-alfa (sc-52793),
IL1-beta (sc-52864), IL-6 (sc-80839) e IL-12 (sc-65354), diluidos en PBS con triton
X-100 al 0.5% (PBS-TX100). Después de la incubacién se lavaron dos veces con
PBS-TX100. Posteriormente, se incubaron por dos horas con anticuerpos
secundarios marcados con peroxidasa. La peroxidasa fue visualizada por medio
de 3,3 tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (Sigma, Aldrich) al 0.5% en PBS con

0.01% de peroxido de hidrogeno.
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ANALISIS MORFOMETRICO

Se analizaron 12 pozos, 4 campos en cada pozo, por cada uno de los anticuerpos,
es decir, los dirigidos a las 5 citocinas proinflamatorias y a los 4 marcadores de
mineralizacion. Se realizO6 un conteo de las células inmunoreactivas,
mononucleares para citocinas y fibroblastos para factores de mineralizacion. Los
resultados se muestran en graficas como media y su desviacion estandar. Los
resultados fueron evaluados por la prueba t de student, para confrontar dos

grupos, 6 por andlisis de varianza, para analizar diferencias entre varios grupos.
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IV. RESULTADOS

No se observaron alteraciones morfolégicas en los fibroblastos o células
mononucleares por efecto del EMD. Ambos tipos celulares mostraron estructura

celular semejante a las células sin el EMD.

Es claro que el EMD estimula la produccién de factores de mineralizacién en
fibroblastos aislados (Figura 1). El analisis morfométrico demostré una produccién
significativa de osteopontina (p<0.01), osteoprotegerina (p<0.05) y osteocalcina
(p<0.05) (Figura 2). Aunque hubo produccion de ameloblastina, ésta fue

semejante a la del control.

La produccion de algunas citocinas en células mononucleares fue afectada por
efecto del EMD. Se encontrd un incremento significativo de células
inmunoreactivas a IL-12 (p<0.01) e IL-6 (p<0.05), sin embargo, no se observo
diferencia significativa en la cantidad de células inmunoreactivas a IL-1 beta, TNF-

alfa o IFN-gama entre el control y las incubadas con el EMD (Figura 3).
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IL-12

Fig 1.- Fotomicrografias que muestran el efecto del EMD en fibroblastos y células
mononucleares aisladas de sangre periférica. Se observa inmunoreactividad a
factores de mineralizacion como osteopontina, osteoprotegerina y osteocalcina en
fibroblastos aislados de la encia. Ademas, se observa inmunreactividad a IL-6 e
IL-12 en células mononucleares aislados de sangre periférica.
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Figura 2. Se muestra el numero (media y desviacion estandar) de fibroblastos,
aislados de encia, con inmunoreactividad a osteopontina (OPN), osteoprotegerina
(OPQG), osteocalcina (OSTC) y ameloblastina (AMB).

25

20 T EMONOCITOS
OCONTROL
w15
g
$10
£
IL-1 beta IL-12 TNF-alfa IFN-gama

Figura 3. Se muestra el niumero (media y desviacién estandar) de células

mononucleares aisladas de sangre periférica con inmunoreactividad a citocinas.
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V. DISCUSION

El EMD ha sido empleado para regenerar tejido periodontal aunque su mecanismo
de accion no ha sido completamente caracterizado. En este estudio demostramos
la presencia de osteopontina, osteoprotegerina y osteocalcina en respuesta a
EMD. Esto parece indicar que el EMD actua estimulando la produccion de factores
de mineralizacion. También se investigo los efectos del EMD sobre la produccién
de citocinas proinflamatorias, encontramos que no estimula la produccién de IFN-
gama, IL-1beta y TNF-alfa, y que solo IL-6 e IL-12 estaban incrementadas. Estos

resultados indican que el EMD presenta una relativa buena biocompatibilidad.

Estudios previos han demostrado la presencia de RNA mensajero de algunas
sustancias mineralizantes como osteoprotegerina, osteopontina y sialoproteina
Osea en respuesta a EMD. El presente estudio demuestra la presencia de epitopos
de las proteinas osteoprotegerina, osteopontina y osteocalcina. Ha sido reportado
que la produccion de RNA mensajero de osteoprotegerina [72], e incluso la
proteina [71], puede ser estimulada por EMD, en este estudio se demuestra la
presencia de epitopos (proteina) de osteoprotegerina en respuesta al EMD. Se
conoce que la osteoprotegerina inhibe la resorcion 6sea, mediante la via de
senalizacion RANK/RANKL, inactivando a los osteoclastos [73, 74] posiblemente
el EMD actué manteniendo la osteogénesis mediante la produccion de

osteoprotegerina.
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La produccion de osteocalcina por osteoblastos puede ser estimulada incluso por
polyfosfato [75], y la amelogenina disminuye el nimero de osteoclastos [76], esto,
en conjunto, favorece la osteomineralizacion. Estos componentes se encuentran
en el EMD. También ha sido reportado que el EMD estimula la produccion de RNA
mensajero de osteocalcina [77]. Este trabajo demuestra que EMD estimula la

produccion de osteocalcina.

Otros estudios (14, 15, 78, 79] han demostrado el incremento de RNA mensajero
de osteopontina en respuesta a la estimulacion con EMD, este trabajo, al igual que
Sculean y colaboradores [80] demuestra un incremento en la proteina. Ademas de
su capacidad estimulante de la mineralizacién, osteopontina también se encuentra
aumentada en reacciones inflamatorias, actia en la quimiotaxis de monocitos-
macrofagos y regula la produccién de citocinas en macréfagos, células dendriticas
y linfocitos T. De hecho ultimamente se ha clasificado como una citocina Th1,
estimulando el proceso inflamatorio (83, 84, 85). En este estudio, la osteopontina
se observo que se produjo en gran cantidad de células, quizd en condiciones
fisiologicas, la osteopontina actua en ambas funciones, es decir, como su
conocida accién de agente mineralizante y estimulando la accion inflamatoria, en

defensa del material extrano.

Encontramos que las citocinas clasicas proinflamatorias, tales como IL-1 beta,
IFN-gama y TNF-alfa, no estaban incrementadas por efecto del EMD, sin embargo
citocinas pleiotropicas como IL-12 e |IL-6 estaban aumentadas. Estudios acerca de

biocompatibilidad de EMD han establecido que no estimula el sistema inmune
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[22,81], ya que no incrementa la proliferacion de linfocitos B, ni la produccion de
IL-2, IL-6 6 inmunoglobulinas, aunque hay un incremento leve en la cantidad de
linfocitos cooperadores [21]. En contraste, y al igual que otros estudios [32, 12,
82], en este estudio encontramos un incremento de IL-6. Quiza el tipo de células
empleadas en los estudios sea la causa probable de estas diferencias, como ha

sido demostrado en algunos estudios [73].
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VI. CONCLUSIONES

Primera: Podemos establecer que el EMD estimula la produccién de factores de
mineralizacion en fibroblastos aislados de la encia, y presenta buena

biocompatibilidad, ya que no estimula la produccion de citocinas proinflamatorias.

Segunda: El andlisis morfométrico demostrd que una gran cantidad de células
aisladas del tejido gingival (14.8 + 1.5) produjeron osteopontina en respuesta a

Emdogain, en comparacion con el control (1.2 = 0.5), (p<0.01).

Tercera: Gran cantidad de las células aisladas del tejido gingival produjeron
osteoprotegerina (8.5 £ 1.3) y osteocalcina (5.9 = 1.4) en respuesta a Emdogain,
en comparacion con su respectivo control (1.5 £ 0.6 y 1.1 + 0.4, respectivamente),

(p<0.05).

Cuarta: En comparacién con el control, no se observé diferencia en cuanto a la
produccion de ameloblastina por células aisladas del tejido gingival en respuesta a

Emdogain, (p>0.05).

Quinta: Las células mononucleares aisladas de sangre periférica produjeron mas
Interleucina 12 (16.8 + 3.6) e Interleucina 6 (9.9 + 2.1) en respuesta a Emdogain,
en comparacion con el control (3.72 £ 1.3 y 2.1 £ 0.7, respectivamente), (p<0.01 y

p<0.05, respectivamente).

49



Sexta: En comparacion con el control, no se observo diferencia en cuanto a la
produccion de Interleucina 1 beta, Factor de Necrosis Tumoral Alfa e Interferon
gama en células mononucleares aisladas de sangre periférica en respuesta a

Emdogain, (p>0.05).
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