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Il. RESUMEN

La periodontitis es un proceso inflamatorio que dafia el periodonto de insercién (ligamento
periodontal, hueso alveolar y cemento radicular). Afecta a mas de 23% de mujeres en
edades entre los 23 y los 54 afios y esta presente en el 56% de las mujeres (1). Los perfiles
hormonales que experimentan las mujeres son capaces de alterar las respuestas de los
tejidos periodontales produciendo cambios en las caracteristicas fisioldgicas del periodonto

).

En la enfermedad periodontal la respuesta inflamatoria genera mediadores y productos
enzimaticos que contribuyen al dafio de tejidos. Las células inflamatorias de la inmunidad
innata como mastocitos, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares se combinan para
formar un mecanismo de defensa antibacteriana. La respuesta inmune inflamatoria esta
determinada por las interleucinas (IL)-1a, IL-18, IL-8, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e
interferon (IFN)-y, mientras que durante la respuesta inmune antiinflamatoria se encuentran
presentes las citocinas IL-4, IL-6, IL-10 (3). Durante la gestacién se producen importantes
fluctuaciones en los niveles de las hormonas sexuales femeninas (4). Por un lado, al final
del tercer trimestre, la progesterona y los estrogenos alcanzan niveles plasmaticos maximos
gue son 10 y 30 veces, respectivamente, superiores a los observados durante el ciclo
menstrual. Por otro lado, se han identificado receptores para estas hormonas en varios
subconjuntos de células periodontales, lo que convierte a los tejidos periodontales en un
posible objetivo (4). El factor inhibidor de migracion de macrofagos (MIF) tiene un papel
importante en las enfermedades inflamatorias agudas y crénicas; ya que regula
positivamente las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) que causan la degradacion de los
tejidos blandos. La expresion de MMP-2 y MMP-13 aumenta en la presencia de periodontitis
y se sobre expresa durante la gestacién, sin embargo, la relacion entre la expresion de
MMP’s y MIF durante la gestacion no ha sido establecida. Se utilizaron ratones hembra de
6 a 8 semanas de edad de la cepa BALB/c WT y genéticamente deficientes de MIF (Mif-/-)
(Bioterio FES-I). Estudiamos 4 grupos experimentales con el propésito de establecer la
relacion de MIF con las MMPs: 1) Control (CTL), 2) Gestacion (G), 3) Periodontitis
Experimental (PE) y 4) Periodontitis Asociado a Gestacion (PPG). Se obtuvieron las
proteinas de los maxilares derechos, y se realizaron zimogramas en gel de acrilamida con
sustrato de gelatina para MMP-2, o colagena para MMP-13, para identificar la presencia y
expresion de las MMP’s como pro-enzima o en su forma activa: MMP-2 Pro-enzima (~72
kDa), forma activa (~59-63 kDa), MMP-13 Pro-enzima (~ 57-60 kDa), forma activa (~56-45
kDa). La ausencia de MIF favorecié la expresion de Pro-MMP-2 (~ 57-60 kDa) en G, PE y
PPG. Asi como la presencia de MIF favorecio la sobreexpresion de MMP-2 activa (~59-63
kDa y ésta se vi0 afectada por la gestacion; mientras que la ausencia de MIF favorecié la
activacion de MMP-2 activa en PE y PPG.

Sin embargo, la ausencia de MIF favorecié la sobreexpresion de MMP-13 en su forma Pro-
enzima (~ 57-60 kDa) y activa (~56-45 kDa).

En conclusion, se encontré una relacion entre la gestacion y la sobreexpresion de MMP-2
en presencia de MIF. Mientras que en el modelo PPG la sobreexpresion de MMP-2 y MMP-
13 en sus formas Pro-MMP-2 y activa fueron mayores en ausencia de MIF.



IV. ABSTRACT

Periodontal disease is an inflammatory process that damages the periodontal insertion
(periodontal ligament, alveolar bone, and root cementum). It affects more than 23% of
women between 23 and 54 years old and it is present in 56% of women (1). Hormonal
profiles experienced by women are capable of altering periodontal tissues responses,
producing changes in the physiological characteristics of the periodontium (2).

The inflammatory response in periodontal disease, generates mediators and enzymatic
products that contribute to tissue damage. Inflammatory cells of innate immunity, such
as mast cells, macrophages, and polymorphonuclear leukocytes, which coordinate to
develop an antibacterial defence mechanism. The inflammatory immune response is
determined by the interleukins (IL)-1a, IL-13, IL-8, tumour necrosis factor (TNF)-a and
interferon (IFN)-y, while during the anti-inflammatory immune response the cytokines IL-
4, 1L-6, IL-10 are present (3).During pregnancy female sex hormones levels are present
as significant fluctuations (4). On one hand, at the end of the third trimester,
progesterone and oestrogen reach maximum plasmatic levels, which increases 10 and
30 times, respectively, that those observed during the menstrual cycle. On the other
hand, receptors for these hormones have been identified in various periodontal cells,
making periodontal tissues a possible target (4). Macrophage migration inhibitory factor
(MIF) has an important role in acute and chronic inflammatory diseases as it positively
regulates matrix metalloproteinases (MMPSs) that cause soft tissue degradation. The
expression of MMP-2 and MMP-13 increases in the presence of periodontitis and is
overexpressed during pregnancy; however, the relationship between the expression of
MMP's and MIF during pregnancy has not been established. Six- to eight-week-old
female mice, BALB/c WT and Mif-/- from FES-Iztacala, UNAM animal facilities, were
used. Experimental groups were established as follows 1) Control (CTL), 2) Pregnancy
(G), 3) Experimental Periodontitis (PE) and 4) Pre-Gestational Periodontitis (PPG).
Proteins from the right jaws were obtained, and zymograms were performed with
acrylamide gel with gelatine substrate for MMP-2, or collagen for MMP-13, to identify the
presence and expression of MMP's as pro-enzyme or its active form: MMP-2 Pro-
enzyme (~72 kDa) active form (~59-63 kDa), MMP-13 Pro-enzyme (~57-60 kDa), active
form (~56-45 kDa).

The absence of MIF favours the expression of Pro-MMP-2 (~57-60 kDa) in G, PE and
PPG. Likewise, the presence of MIF also favours overexpression of active MMP-2 (~59-
63 kDa and this is affected by pregnancy; while the absence of MIF promotes the
activation of MMP-2 in its active form in PE and PPG.

However, the absence of MIF favours the overexpression of MMP-13 in its Pro-enzyme
(~57-60 kDa) and active (~56-45 kDa) forms.

In conclusion, a relationship was found between pregnancy and MMP-2 overexpression
in the presence of MIF. While in the PPG model the overexpression of MMP-2 and MMP-
13 in their Pro-MMP-2 and active forms were higher in the absence of MIF.
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1. Introduccién

1. Periodonto

Es uno de los componentes que integran al sistema estomatognatico, se define como los
tejidos de soporte de los dientes, comprende a dos tejidos blandos: encia y ligamento
periodontal, y dos tejidos duros o mineralizados: cemento radicular y hueso alveolar. Las
funciones del periodonto comprenden la insercién del 6rgano dental al alveolo, resistir y
resolver las fuerzas generadas por la masticacion, fonética y deglucién, mantener la
integridad de la superficie separada del medio (5, 6) (Fig. 1).

Cresta de la papila
interproximal

Papila interdental vestibular
Epitelio de unién

Encia libre
Encia insertada

Linea o unién mucogingival
Mucosa alveolar

Cemento radicular
Ligamento periodontal
Lamina cribiforme = hueso

alveolar
Hueso compacto

“"" Hueso esponjoso

Figura 3. Elementos que componen al periodonto. El periodonto comprende a dos tejidos
blandos: encia y ligamento periodontal, y dos tejidos mineralizados: hueso alveolar y cemento
radicular Tomado de referencia (5) Lindhe, J. 2015.

1.2 Encia

Es la mucosa masticatoria que cubre el proceso alveolar y rodea a los dientes en su porcion
cervical, se extiende desde el margen de la encia marginal hasta la linea mucogingival (5).

1.2.1 Divisién Anatdmica de la Encia
La encia se clasifica segin su ubicacion en tres zonas.

La encia insertada o adherida la cual se adhiere firmemente al hueso alveolar, la encia libre
o0 marginal que se encuentra coronal a la encia insertada y corresponde a un borde de
mucosa que rodea al diente, pero no se une a éste, y la encia interdental que se encuentra
entre los dientes debajo del punto de contacto (7).

La linea mucogingival representa el limite de la encia insertada y la mucosa alveolar, la cual
marca las diferencias entre la queratinizacion y traslucidez entre la mucosa alveolar y la
encia adherida (7). La linea mucogingival sigue un curso ondulado paralelo al contorno del



margen gingival, en la region palatina no existe ya que la encia marginal se une con la
mucosa masticatoria del paladar (7).

Encia libre o marginal

Se localiza en las zonas vestibular y lingual de los dientes y su limite superior es el margen
gingival. En su porcién interna forma al surco gingival, en el fondo del surco gingival se une
al epitelio de unién (EU). Después de concluir la erupcién dentaria, la encia libre o marginal
se encuentra a 0.5 - 2mm coronal a la uniébn cemento esmalte (UCE) (Fig. 2) (5).

Figura 4. Vista de la encia marginal con sonda periodontal. Tomado de referencia (5) Lindhe J.
2015.

Encia Interdental

Es la parte de la encia libre que se encuentra entre dientes adyacentes llenando los
espacios interproximales. Su forma es piramidal y su vértice se encuentra en el area de
contacto de los dientes. En las regiones premolares y molares se encuentra una concavidad
llamada col la cual se ubica debajo del area de contacto (8).

Surco Gingival

Se encuentra en la parte interna de la encia libre o marginal entre el tejido gingival del diente

(9).
Encia Insertada

Es encia unida fuertemente al periostio subyacente al hueso alveolar, de aspecto
relativamente laxo y firme, se encuentra delimitado por la unién mucogingival, muestra con
frecuencia un ligero puntilleo donde se interdigita el epitelio con el tejido conectivo
subyacente (9).



1.2.2 Caracteristicas Clinicas de la Encia

Color. El olor de la encia varia de un rosa palido a un rosa coral, y depende de la
vascularizacion, espesor del epitelio y pigmentaciones presentes.

Forma. La forma del margen gingival esta intimamente relacionada con la posicién dentaria,
y la posicion y el trayecto de la uniébn cemento esmalte.

Consistencia. La consistencia es firme y resiliente lo cual le permite resistir a las fuerzas
de masticacion. Contiene una gran cantidad de fibras colagenas (8).

Textura. Presenta un puntilleo caracteristico debido a la interdigitacion del tejido conectivo

(8).
1.2.3. Caracteristicas Histolégicas de la Encia
Epitelio gingival.

Epitelio oral externo: Se extiende desde la porcién mas coronal de la encia marginal hasta
la linea mucogingival; se puede encontrar ortoqueratinizado o para queratinizado (Fig. 3)

9).

Epitelio del surco: El cual se localiza en la pared blanda del surco gingival, se encuentra
paraqueratinizado en su porcién coronal y no queratinizado en su porcién mas apical (9).

Epitelio de Unién: Se deriva del epitelio reducido del esmalte y también se le conoce como
epitelio de unién primario, rodea la porcion cervical del diente siguiendo el curso de la unién
cemento esmalte, la porcién coronal corresponde al surco gingival (9)(Fig. 3).

Figura 3. Esquema y corte histologico del epitelio de la encia. OE(EO): Epitelio oral, CT (TC):
Tejido conectivo, OSE (EOS): Epitelio oral del surco, E: Epitelio, CEJ (UCE): Unidon cemento esmalte,
CTP (PTC): Papilas de tejido conjuntivo, CT (TC): Tejido conectivo. Tomado de referencia (10)
Niemiec BA, 2008.



1.3 Fluido Crevicular Gingival

El Fluido Crevicular Gingival (FCG) es un liquido fisiolégico que se origina en los vasos del
plexo gingival de los vasos sanguineos, fluye a través de la membrana basal externa y el
epitelio de unién para alcanzar el surco gingival. EstA compuesto por suero y componentes
generados localmente, como productos de descomposicién tisular, mediadores
inflamatorios y anticuerpos en respuesta a los microorganismos orales presentes en el
biofilm dental, por lo que ofrece un gran potencial para reflejar la respuesta que las células
y los tejidos periodontales promueven para intentar recuperar la homeostasis (11).

Los principales componentes del FCG son: PMN, Eritrocitos, Fosfatasa Alcalina (FA),
Catepsina B, MMP-8, MMP-9, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-4, IFN-y, IgA, 1gG, IgM, osteoprotegerina,
osteocalcina, PGE2, TIMPs, TNF-a (11). En el periodonto sano, el FCG representa el
trasudado del liquido intersticial del tejido gingival producido por un gradiente osmético. Sin
embargo, se observan infiltrados leucociticos en todo el EU y siempre se pueden encontrar
PMN en el surco, incluso en situaciones clinicamente sanas donde el flujo de FCG es
relativamente bajo (11).

El flujo de liquido hacia el surco gingival es tipico de la inflamacion y se acompafa de un
aumento del infiltrado celular. Los neutréfilos, que se consideran el principal componente
del sistema de defensa celular en el surco gingival, abandonan la red capilar en el tejido
conjuntivo subyacente y migran a través del epitelio de unién hacia el espacio crevicular,
donde se acumulan en la interfaz de la placa subgingival y el tejido gingival (11).

Al evaluar la patogenia de la enfermedad periodontal, los signos iniciales son visibles en la
encia marginal que muestra cambios clinicos indicativos de inflamacién concurrente con un
avance apical de la formacién de placa y un aumento en la masa de placa. Como respuesta
inicial del huésped a la placa bacteriana, se puede observar un aumento de la permeabilidad
vascular de los vasos sanguineos subepiteliales, lo que permite el escape de plasma de la
circulacion, lo que lleva al edema gingival. A medida que este liquido escapa al surco
gingival, a través del epitelio de unién, aumenta el FCG (11) (Fig. 4).
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Figura 4. Figura esquemaética que indica el flujo de liquido crevicular gingival a través de las
células epiteliales en presencia de una biopelicula. Biofilm: Biopelicula, Periodontal pocket: bolsa
periodontal, Degradation products: productos de degradacion, Flow of gingival crevicular fluid: Fluido
crevicular gingival. Tomado de referencia (11) Barros, Williams, 2016.

1.4 Tejido Conectivo Gingival

El principal componente de la encia es el tejido conectivo o lamina propia, la cual esta
formada por células y una matriz extracelular la cual contiene una gran cantidad de fibras
de colagena y sustancia fundamental amorfa que contiene agua, proteoglicanos,
glicoproteinas y proteinas de adhesion (12).

La matriz extracelular del tejido conectivo se encuentra conformada por fibras de colageno
tipo 1y 3, asi mismo se encuentran fibras de oxitalan, reticulinas y elasticas (12).

Las células mas abundantes en el tejido conectivo gingival son los fibroblastos, los cuales
abarcan el 65% de las células del tejido conectivo y predominan en la lamina propia de la
encia sana, son células fusiformes o estrelladas con nucleo de forma ovalada, participan
en la sintesis, resorcién y degradacién enzimatica de la matriz extracelular y la sustancia
fundamental. Las células cebadas o mastocitos son células inmunes que se encuentran en
el tejido conectivo, derivan de la médula 6sea, tienen abundantes granulos citoplasmicos,
estan presentes en la piel y en el epitelio de las mucosas pueden ser activados por la unién
de productos microbianos a los TLR, como parte de la inmunidad innata, o por un
mecanismo especial dependiente de los anticuerpos. Los granulos del mastocito contienen
aminas vasoactivas, como la histamina, que producen vasodilataciéon y aumentan la
permeabilidad capilar, asi como enzimas proteoliticas que pueden matar bacterias o
inactivar toxinas microbianas. Los mastocitos también sintetizan y secretan mediadores
lipidicos (p. €j., prostaglandinas) y citocinas (p. ej. TNF-a) que estimulan la inflamacion. Los
productos del mastocito también proporcionan una defensa contra los helmintos y son
responsables de los sintomas de las enfermedades alérgicas, cumple la funcion de
almacenar mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria (13).



La encia contiene principalmente fibras de colagena, tipo 1y tipo 3, aunque se ha detectado
la presencia de colagena tipo 5, la cual sigue un patron filamentoso paralelo cubriendo as
fibras densas de colagenos tipos 1 y 3. El tejido conectivo gingival también contiene
colagena tipo 6 en forma de microfibrillas difusas en la ldmina propia, alrededor de los vasos
sanguineos y nervios, cerca de la membrana basal (14).

Células inflamatorias en el tejido conectivo gingival

El tejido conectivo gingival adyacente al epitelio de unién contiene un gran plexo vascular
por donde las células inflamatorias como neutréfilos monocitos y linfocitos se extravasan
continuamente en estado de salud, algunos neutréfilos y linfocitos pueden encontrarse
dispersos entre las fibras sensitivas y el tejido conectivo gingival (8).

Neutrofilos

Constituyen la primera linea de defensa durante la inflamacion y las infecciones, destruyen
a los microorganismos principalmente por fagocitosis y mediante la liberacién de sustancias
antimicrobianas, asi como la formacién de redes extracelulares conocidas como trampas
extracelulares de neutrofilos (NETs), ademas producen citocinas, las cuales pueden influir
en la respuesta inflamatoria e inmunoldgica (10).

Macréfagos

Células que derivan de los monocitos sanguineos, los cuales migran hacia el tejido,
pertenecen al sistema fagocitico mononuclear. Juegan un papel muy importante en la
defensa del organismo, realizan fagocitosis, regulan la activacion y proliferacion de los
linfocitos, son esenciales en el proceso de activacién de linfocitos T en presencia de
antigenos y células alogénicas (10).

Linfocitos

Los linfocitos son las células que reconocen los antigenos de manera especifica y
responden contra ellos, por lo que constituyen los mediadores de la inmunidad humoral y
celular.

Linfocitos T

Células responsables de la inmunidad celular. Sus receptores de antigeno reconocen
fragmentos peptidicos de antigenos proteinicos unidos y mostrados por moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH) y situadas en la superficie de células
especializadas denominadas células presentadoras de antigenos (CPA), como macr6fagos
o células dendriticas (DCs). Los linfocitos T virgenes necesitan reconocer antigenos
proteinicos presentados por las DCs, las CPA mas eficaces y especializadas, o
profesionales, para iniciar su expansion clonal y diferenciacion en células efectoras y de
memoaria (15).

Los linfocitos T efectores diferenciados necesitan reconocer de nuevo a los antigenos, que
pueden presentar varias CPA, para activar las funciones efectoras de los linfocitos T en las
respuestas inmunitarias humoral y celular (16).



Se distinguen diferentes subtipos de linfocitos T con diferentes funciones:

Los linfocitos CD4+ se denominan linfocitos T cooperadores (Th -helper), producen
citocinas, las cuales activan a los linfocitos B, y a los macréfagos con lo que regulan la
funcién cooperadora de este linaje (17).

Los linfocitos T CD8+ se conocen como linfocitos T citotoxicos (LTC), eliminan a las células
infectadas por microorganismos intracelulares, viven poco tiempo y mueren cuando se
elimina el antigeno (17).

Algunos linfocitos T CD4+ pertenecen a un subgrupo especial que impide o limita las
respuestas inmunitarias; estos se llaman linfocitos T reguladores (Tregs) (17).

Los linfocitos del subtipo Tregs migran y se acumulan a nivel de tejidos inflamados, tal como
los tejidos gingivales, que, en periodontitis presentan un infiltrado inflamatorio (17) (5) (Fig.
5).

Otra clase de linfocitos son los linfocitos citoliticos naturales (NK), que también matan
células infectadas del huésped, pero, no expresan receptores para el antigeno. Los
linfocitos NK son componentes de la inmunidad innata, capaces de atacar rapidamente a
las células infectadas (17).
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Figura 5. Inmunologia adaptativa en la enfermedad periodontal. APC: Célula presentadora de
antigeno, Thl: Célula T helper 1, Th2: Célula T helper 2, Tc: Célula T citotéxica, Pc: Célula
plasmatica, modificado de (5) Lindhe J., 2009.



Linfocitos B

Son las Unicas células capaces de producir anticuerpos, que son los mediadores de la
inmunidad humoral adaptativa. Los antigenos solubles y los que estan en la superficie de
los microbios y otras células pueden unirse a los receptores del linfocito B para el antigeno,
lo que inicia el proceso de activacion del linfocito B. Esto conduce a la secrecion de formas
solubles de anticuerpos con la misma especificidad antigénica que los receptores de
membrana (12).

Cuando los linfocitos virgenes reconocen antigenos microbianos y, ademas, reciben
sefales adicionales inducidas por los microbios, los linfocitos especificos frente al antigeno
proliferan y se diferencian en células efectoras y células de memoria (12). Las células de
memoria se generan a partir de la descendencia de linfocitos estimulados por el antigeno,
sobreviven largos periodos de tiempo sin el antigeno y Unicamente se activan en presencia
del antigeno a partir del cual se desarrollaron (12). Las células efectoras son la
descendencia diferenciada de células virgenes que tienen la capacidad de producir
moléculas que actuan para eliminar antigenos (12).

Las células B efectoras son células secretoras de anticuerpos, llamadas células
plasmaticas, y son linfocitos B diferenciadas, destacan por su habilidad de secretar
inmunoglobulinas. Se producen en respuesta al estimulo antigénico en los 6rganos
linfaticos periféricos, donde pueden estar y producir anticuerpos. Predominan en las
lesiones gingivales inflamatorias las cuales se localizan en el tejido conectivo (8).

Grosor biolégico

También denominado union dentogingival, que esta constituida por el epitelio de unién y el
tejido conectivo de insercién a la encia. Se relaciona también con el grosor de la encia, el
biotipo periodontal y la profundidad del surco gingival (17) ( Fig. 6).

R

Figura 6. a) Surco Histoldgico, b) Union Epitelial, c) Unién de tejido conectivo, d) Grosor
Bioldgico. Tomado de referencia (17) Nugala, B. 2012.




1.5 Fibras Gingivales

Mantienen unida a la encia con el cemento radicular y proveen la rigidez necesaria para
resistir las fuerzas masticatorias (13, 18).

Dentogingivales: se ubican apicalmente al epitelio de unién (estructura que forma parte del
periodonto de proteccion, siendo el medio de unién de la encia al diente) y desde la
superficie cervical de las raices se orientan hacia el margen gingival (18).

Dentoperiésticas: mas apicales que las anteriores, desde la superficie radicular hasta la
lamina peridstica del hueso alveolar (18).

Crestogingivales: insertas en la cresta alveolar se dirigen hacia la encia marginal.
Circulares: rodean a toda la corona dentaria.

Dentodentales: unen una raiz dentaria con otra raiz dentaria vecina, pasando a través de
las papilas y el col o collado (18) (Fig. 7).

GG

Figura 7. Fibras Gingivales. 1. Fibras circulares (CF). 2. Fibras Dentogingivales (DGF). 3.
Fibras Dentoperidsticas (DPF). 4. Fibras Transeptales (TF). Surco de la encia libre (GG).
Tomado de referencia (5) Lindhe, 2015.

1.6 Ligamento Periodontal

Es un tejido conectivo especializado, fibroso, vascularizado altamente celular, rodea las
raices de los dientes. Se encuentra entre el cemento radicular y el hueso alveolar,
comienza a una distancia de uno a 1.5 mm apical de la UCE (15).

El ligamento periodontal (LPD) contiene fibras que son capaces de adaptarse a las
continuas cargas sobre ellas, lo que permite su remodelacién de manera continua (15).



Los extremos de las fibras principales del LPD estan insertados en el cemento y el hueso.
Estas porciones insertadas se denominan fibras de Sharpey (15). La sustancia fundamental
es el principal constituyente del LPD y es un material amorfo que une tejidos y fluidos, lo
que le permite la difusion de las sustancias metabdlicas y gases (9). Su constitucion es
similar a la del tejido conectivo de la encia, pero con algunas variaciones en sus porciones:
el dermatan sulfato es el principal glicosaminoglicano, la sustancia fundamental contiene
70% de agua, cuando el periodonto esta sometido a una mayor carga de masticatoria, el
ancho del ligamento periodontal puede aumentar hasta 50% y los haces de fibras
principales también incrementan en grosor (15).

El colageno es una proteina presente en las fibras gingivales y estd compuesta de diversos
aminoacidos entre los cuales se destacan la hidroxiprolina, glicina, la prolina y la
hidroxilisina (14).

Las fibras principales se componen sobre todo de colageno tipo | mientras que las fibras
reticulares se componen de colageno tipo lll. Las fibras principales del ligamento se
organizan en 6 grupos que se desarrollan de forma secuencial en la raiz en desarrollo:

1. Grupo transeptal: se extienden interproximalmente sobre la cresta del hueso alveolar y
estan incluidas dentro del cemento en los dientes adyacentes. Se reconstruyen incluso
después de la destruccion del hueso alveolar ocasionado por la enfermedad periodontal.

2. Grupo de la cresta alveolar: las fibras de la cresta se extienden en sentido oblicuo desde
el cemento justo por debajo del epitelio de unién hasta la cresta alveolar, previenen la
extrusion del diente y resisten los movimientos laterales.

3. Grupo horizontal: se extienden en sentido perpendicular al eje longitudinal del diente
desde el cemento hasta el hueso alveolar.

4. Grupo oblicuo: es el grupo mas grande en el ligamento, se extienden desde el cemento
en direccién coronal en sentido oblicuo respecto al hueso. Llevan la carga del estrés
masticatorio vertical y lo transforman en tension sobre el hueso alveolar.

5. Grupo apical: las fibras apicales estan irradiadas de manera irregular desde el cemento
hasta el hueso en la regién apical del alveolo. No se encuentran en raices que no estan
completamente formadas.

6. Grupo interradicular: se extienden en forma de abanico desde el cemento hasta el diente,
en las areas de la furcacion de dientes multirradiculares. Aunque el LPD no contiene
elastina madura pueden encontrarse dos formas inmaduras: oxitalan y elaunina. Las fibras
de oxitalan se extienden paralelas a la superficie de la raiz en direccion vertical y se
flexionan para insertarse en el cemento. Se cree que regulan el flujo vascular.

Las fibras principales son remodeladas por células del ligamento para adaptarse a las
necesidades fisioldgicas y en respuesta a diferentes estimulos (12).
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Fibroblastos

Las principales células del LPD son los fibroblastos, ocupan hasta el 25% del volumen del
espacio del LPD. Su funcion es sintetizar y secretar la matriz extracelular, que incluye fibras
coldgenas y elasticas, proteoglicanos y glicoproteinas. Realizan el recambio de colagena,
debido a que son capaces de sintetizarla y degradarla al mismo tiempo, se lleva a cabo
gracias a las vacuolas digestivas de los fibroblastos las cuales contienen enzimas
lisosomales. Otras de sus funciones son la contractibilidad y movilidad. Se encuentran
alineados a lo largo de los ases de fibras colagenas y estan unidos a ellas (14).

Células epiteliales de Malassez

Son remanentes de la vaina epitelial radicular, conocidas como restos epiteliales Malassez.
Estos se encuentran cerca del cemento, como grupos o cordones de células, formando una
red epitelial. Se reconocen como restos celulares, ya que expresan la proteina bcl2, que es
un inhibidor de la apoptosis durante toda su vida. Estos restos estan distribuidos en todo el
LPD (5).

Células mesenguimales indiferenciadas

Un grupo importante de células del LPD son las células mesenquimales indiferenciadas o
células troncales, se localizan perivascularmente en los espacios celulares contiguos y la
mayoria de estas células se encuentran ubicadas en la parte central del LPD (19).

Fueron descritas por primera vez por Friedenstein en 1976 como células clonogénicas,
derivadas de la médula 6sea que se denominaron fibroblastos de unidades formadoras de
colonias (CFU-F) (18).

Representan una terapia celular prometedora en odontologia reconstructiva para el
tratamiento del periodonto dafado. Por lo tanto, los investigadores han intentado
identificarlas y revelar sus caracteristicas. En la década de 1980, se informé que las células
que exhibian un tamafo pequefio, una alta proporcion nuclear/citoplasmatica y una division
celular lenta estaban localizadas en regiones adyacentes a los vasos sanguineos. En 2004,
las células que exhibian capacidades multipotentes y de autorrenovacion se aislaron por
primera vez del tejido del LPD (18).

1.7 Cemento Radicular

Es el tejido mesenquimal calcificado y avascular que forma la cubierta exterior de la raiz
anatomica. Los dos tipos principales de cemento son: acelular (primario) y celular
(secundario), consisten en una matriz interfibrilar calcificada y fibrillas de colageno. Las dos
fuentes principales de fibras de colageno en el cemento son: fibras de Sharpey
(extrinsecas), que son la porcion incluida de las fibras principales del ligamento y estan
formadas por fibroblastos y fibras que pertenecen a la matriz del cemento (intrinsecas
producidas por cementoblastos) (16). El contenido inorgénico del cemento principalmente
hidroxiapatita, es del 65% en peso y al igual que otros tejidos mineralizados contiene fibras
colagenas incluidas en una matriz. La mayor proporcion de la matriz organica del cemento
esta compuesta por colagenos tipo | (90%) y tipo Il (alrededor del 5%) (20).
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El cemento acelular es el primero en formarse, cubre el tercio cervical de la raiz y no
contiene células. Este cemento se forma antes que el diente alcance el plano oclusal y su
espesor oscila entre 30 y 230um. Las fibras de Sharpey constituyen la mayor parte de la
estructura del cemento acelular que tiene un papel principal en el apoyo del diente, su
tamafio, nimero y distribucion aumentan con la funcién (21).

El cemento celular, formado después de que el diente alcanza el plano oclusal es mas
irregular y contiene cementocitos en espacios individuales (lagunas) que se comunican
entre si mediante un sistema de canaliculos anastomosados. Las fibras de Sharpey ocupan
una porcion pequefia del cemento celular y estan separadas por otras fibras que se
encuentran organizadas paralelas a la superficie radicular o de un modo aleatorio (21).

Cementoblastos

Estan localizados dentro del LP, en estrecha proximidad con la superficie del cemento. Los
cementoblastos activos tienen reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi bien
desarrollados, comparten caracteristicas morfoldgicas similares con los osteoblastos, lo que
sugiere que estos 2 tipos de células pueden originarse de una célula progenitora comun
localizada en el LPD y en los espacios medulares adyacentes al hueso alveolar (20).

Cementocitos

Son cementoblastos que durante la formacién del cemento quedaron atrapados dentro de
las lagunas, sus procesos citoplasmaticos se extienden hacia la superficie del cemento a
través de canaliculos tienen un volumen citoplasmatico reducido (21).

1.8 Proceso Alveolar

Es el hueso que limita a los alvéolos dentarios, denominado propiamente hueso alveolar,
consta de tablas corticales externas formadas por hueso compacto, y hueso esponjoso en
la porcion central, en el hueso alveolar, se insertan las fibras del LPD. Se inicia a 2 mm
apicales de la unién cemento-esmalte y corre a lo largo de la raiz terminando en el apice
de los 6rganos dentales; las tablas corticales estan formadas de hueso laminar compacto
constituido por osteonas, también llamados sistemas de Havers. (22).

Periostio y endostio

Las superficies de las tablas corticales estan cubiertas por tejido conectivo, el cual se
denomina periostio. Este posee una capa interna que esta en contacto directo sobre la
superficie 6sea, que contiene células 6seas, y una capa externa, rica en vasos sanguineos,
nervios, fibras de colageno y fibroblastos. El periostio desempefia un papel esencial en la
reparacion y remodelacion 0sea, el endostio limita las cavidades internas del hueso y esta
compuesto de una sola capa de células 6seas sin la capa externa fibrosa (23).
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Hueso alveolar

Constituye la pared 6sea de los alvéolos y en él se insertan las fibras del ligamento
periodontal. Se inicia a 2 mm de la UCE y corre a lo largo de la raiz y termina en los apices
dentarios, se forma durante el desarrollo y erupcion de los 6rganos dentarios y se reabsorbe
gradualmente cuando existe pérdida de estos. El hueso alveolar se forma a partir de las
células del foliculo dental, junto con el cemento radicular y el LP, presenta perforaciones a
través de las cuales pasan numerosos vasos sanguineos y fibras, asi como vasos linfaticos
y sanguineos. Radiograficamente se observa como una linea radiopaca que rodea los
organos dentarios por lo que también se le denomina lamina dura (24). El hueso alveolar
esta formado por 2/3 de materia inorganica constituida por minerales como calcio y fosfato
en forma de sales y cristales de hidroxiapatita, y 1/3 de materia inorganica constituida en
95% por 1 componente fibrilar, predominante de colagena tipo | y lll , asi como 5% de un
componente no fibrilar de las proteinas no colagenas y moléculas reguladoras (24).

Osteoblastos

Son células que participan en la formacién 6sea se originan a partir de las células
mesenquimatosas y monocitos sanguineos, que primero se diferencian en células pre-
osteoblasticas y luego en osteoblastos. Se encuentran en el endostio del hueso alveolar y
en el LP sobre la superficie externa del alveolo (19).

Producen y secretan la matriz osteoide, constituida por fibras de colagena y sustancia
fundamental. Los osteoblastos, presentan receptores para la parathormona, hormonas
sexuales, glucocorticoides, prostaglandinas, citocinas como la interleucina (IL)-6 e IL-11
(29).

Osteocitos

Durante el proceso de maduracién y mineralizacién del tejido osteoide, algunos
osteoblastos quedan atrapados en lagunas, convirtiéndose en osteocitos, los cuales tienen
un tamafio menor y contienen un ndcleo que ocupa la mayor parte de las células, emiten
prolongaciones citoplasmaticas dentro de canaliculos. Son los responsables de mantener
los niveles de minerales dentro del hueso (12).

Osteoclastos

Los OC son células de reabsorcidn ésea, migratorias méviles altamente especializadas,
derivadas de células madre hematopoyéticas. Los osteoclastos son las principales células
de reabsorcién 6sea, la estimulacién local de su actividad es un requisito esencial para la
pérdida de hueso alveolar (12).

Uno de los primeros eventos en la activacion de los preosteoclastos es la contraccion del
citoesqueleto de actina y miosina de los osteoblastos en respuesta a influencias locales y
sistémicas, por ejemplo, la estimulacion de la hormona paratiroidea (PTH), el &cido retinoide
y la vitamina D3. Esto aumenta el ancho de los espacios intercelulares, exponiendo mas
osteoide al liquido intersticial. Los osteoblastos también secretan colagenasa y activador
del plasmindgeno. Se ha demostrado que IL-1, TNF y el factor de crecimiento epidérmico
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(EGF) desactivan los osteoblastos y aumentan la liberacion de Factor estimulante de
colonias de macrofagos (CSF-1) y el Ligando receptor activador para el factor nuclear
kappa B (RANKL) (25).

El ciclo de remodelacion ésea opera continuamente ya que los osteoclastos eliminan
constantemente el hueso maduro, mientras que los osteoblastos forman simultaneamente
hueso nuevo. Esto ocurre en todo el esqueleto en unidades focales denominadas unidades
de remodelacién 6sea (BRU), y cada unidad de actividad dura de tres a cuatro meses. Este
proceso de varios pasos funciona en cuatro fases distintas de activacion, reabsorcion,
inversion y formacién. Diferentes mediadores como la IL-1B, IL-6, IL-7 e IL-11,
prostaglandina E (PGE:) y TNF-a pueden actuar como activadores de los osteoclastos. Otro
sistema muy importante en la activacion de los osteoclastos incluyen al receptor del
activador del factor nuclear Kappa  (RANK), (RANKL), y la osteoprotegerina (OPG) (23).

1.9 Periodontitis

Es una respuesta inflamatoria de los tejidos de soporte de los dientes inducida por
microorganismos o0 grupos de microorganismos especificos que tiene como resultado la
destruccion progresiva del LP y el hueso alveolar, con formacion de bolsas periodontales,
recesion gingival o ambas (26).

La respuesta inflamatoria se caracteriza por la secrecion de los mediadores derivados del
huésped y la descomposicién del tejido. Entre dichos mediadores se incluyen IL-1p3, IL-6, la
PGE,, TNF-a, RANKL, metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPS), citocinas como
IL-12, IL-18, asi como quimiocinas (26).

El inicio y la progresion de la enfermedad periodontal se da a través de la disbiosis del
microbioma oral que interactia con el sistema inmune del huésped, lo que lleva a la
inflamacién y la enfermedad periodontal establecida (27). Las MMPs comprenden la via
mas importante de destruccion asociada con la enfermedad periodontal debido a su papel
en la descomposicion patolégica de la matriz extracelular dentro de los tejidos periodontales
(28). La enfermedad periodontal afecta a las estructuras de soporte de los Grganos
dentales, encia, hueso, cemento y LPD, lo que conduce a la pérdida dentaria y contribuye
a la inflamacion sistémica (29).

Las bacterias asociadas al desarrollo de la enfermedad periodontal son: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia), Taenerella forsythia (T. forsythia), y
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), las cuales actian aumentan la respuesta
inflamatoria y con ello la expresiéon de citocinas proinflamatorias, asi como MMPs (6) (30)

(Fig. 8).
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Figura 8. Sinergia polimicrobiana y disbiosis en periodontitis. La periodontitis es inducida en
huéspedes susceptibles por una comunidad polimicrobiana, en la que diferentes miembros cumplen
funciones distintas que convergen sinérgicamente para causar una inflamacion destructiva. Los
patégenos clave, cuya colonizacion es facilitada por patdgenos accesorios, inicialmente subvierten
la respuesta del huésped que conduce a una microbiota dishidtica, en la que se sobre activa a los
patobiontes, los cuales sobre activan la respuesta inflamatoria y se inicia la destruccion del tejido
periodontal, incluida la reabsorcion del hueso alveolar de soporte Tomado de referencia de (30)
Hajishengallis, G. 2015.

También los productos bacterianos actian sobre el tejido conectivo, provocando reacciones
inflamatorias e inmunoldgicas en el huésped. Durante la respuesta inflamatoria se presenta
la acumulacion de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) que se asocian con la activacion
de procesos de destruccion de tejido conectivo, los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias
actian como endotoxinas sobre las células como macrofagos, linfocitos, fibroblastos y
osteoblastos (30).
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1.10 Gestacion

Durante la gestacion existe un aumento en la prevalencia de enfermedad periodontal y
gingivitis. La severidad de estas alteraciones tiende a aumentar gradualmente hasta la
semana 36 de la gestacion. Las hormonas sexuales femeninas, especialmente la
progesterona, juegan un papel importante en la regulaciébn de varios procesos vitales
durante la gestacion, como la implantacion del embrién, el mantenimiento de la gravidez,
las respuestas inmunitarias gestacionales, la induccion del parto y la maduracién cervical.
De estos, las respuestas inmunitarias maternas son criticas no solo para proteger a la
madre y al feto de patégenos externos, sino también para permitir que la mujer embarazada
tolere al propio feto, ya que lleva ADN externo obtenido del padre y, por lo tanto, actila como
un aloinjerto (31).

La inmunidad Thl, caracterizada por respuestas proinflamatorias, se vuelve dominante
durante el periodo de peri-implantacion, y la inmunidad Thl "controlada" beneficia a los
trofoblastos invasores en lugar de dafiarlos. Rapidamente después de la implantacién
placentaria, la inmunidad Th1l inflamatoria temprana se desplaza hacia una respuesta de
tipo Th2. La inmunidad Th2 predominante, que anula la inmunidad Thl en el sitio de
implantacién de la placenta, protege al feto al equilibrar la inmunidad Th1l y acomodar el
desarrollo fetal y placentario. Las hormonas sexuales femeninas presentan fluctuaciones
importantes, por un lado, al final del tercer trimestre, la progesterona y los estrégenos
alcanzan niveles plasméaticos maximos que son 10y 30 veces, respectivamente, superiores
a los observados durante el ciclo menstrual. El estrogeno favorece la supresion del sistema
inmune durante la gestacion y la proliferaciéon de los linfocitos T, reducen el nimero y la
actividad de células NK, aumentan el nimero y la actividad de granulocitos y macroéfagos,
reducen la estimulacién osteoclastica mediante la disminucion de IL-1 y TNF-a, y
disminuyen la presentacién antigénica por parte de las células dendriticas (32).

Las hormonas sexuales participan en la respuesta inmune al biofilm durante la gestacion,
caracterizada por aumento en la permeabilidad capilar y flujo de liquido crevicular
provocando los signos clinicos de inflamacién, que muestran un edema ligero del tejido
acompafado por enrojecimiento, asi como de hiperplasia gingival (28). Existen también,
incrementos en la poblacion de Prevotella intermedia, los cuales aumentan en el segundo
trimestre y se encuentran relacionados con un aumento en los signos clinicos de gingivitis
(33). Por lo que se considera que la disbiosis oral contribuye al desarrollo de un embarazo
anormal y a la relacién de infeccion periodontal con el aumento y/o presencia de citocinas
proinflamatorias (21). Existe evidencia de que los patdgenos periodontales pueden
trasladarse desde los tejidos periodontales a la unidad feto placentaria e iniciar una
infecciobn metastasica (21).
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1.11 Respuesta Inmunitaria a la Periodontitis

La enfermedad periodontal es iniciada y sostenida por los microorganismos del microbioma
periodontal, donde los componentes bacterianos como lipopolisacéaridos, peptidoglicanos,
acidos nucleicos, proteasas y toxinas activan la respuesta inmune. Antigenos y antitoxinas
liberados por las bacterias, agrupados como patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPSs), son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) como
los receptores tipo Toll (TLR), se encuentran en la superficie de las células residentes del
tejido. Los TLR se unen a los PAMPs, e inician una serie de eventos intracelulares que
conducen a la produccion de citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos a la par (34).

Células residentes como los mastocitos liberan aminas vasoactivas, y TNF-a, que
aumentan la permeabilidad vascular, y la expresion de moléculas de adhesiéon que
favorecen el infiltrado de células no residentes en los tejidos como neutroéfilos, macréfagos
y linfocitos. Por lo tanto, se inicia un ambiente inflamatorio a nivel local que incluye
prostaglandinas, MMPs, proteinas del complemento y citocinas. Las citocinas permiten la
comunicacion dentro del sistema inmune y la comunicacién con otros sistemas de 6érganos
y tejidos. En la enfermedad periodontal las citocinas involucradas en la respuesta
inmunoldgica destructiva son IL-1, IL-6, IL-11, IL-17 y TNF-a (35).

Una de las citocinas que tiene un papel importante en la inmunidad innata es el factor
inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF), es una proteina multifuncional, es una
citocina proinflamatoria que se expresa constitutivamente en diferentes células inmunes y
no inmunes tales como eosinofilos, neutréfilos, granulocitos, macrofagos, linfocitos By T.
Su liberacion ocurre a partir de preformados existentes en el ambiente intracelular; puede
ejercer sus efectos biologicos en las células a través de diferentes vias de sefializacion
celular. MIF se almacenay se libera rapidamente en respuesta a estimulos de LPS, sefiales
proliferativas e hipoxia; funciona de forma paracrina y autocrina; promueve la activaciéon de
las células, asi como la liberacion de citocinas proinflamatorias y contrarresta los efectos
de los glucocorticoides en los sitios de la inflamacién. Activa en macréfagos funciones como
fagocitosis, adherencia, motilidad y migracién transendotelial. Los monocitos/macréfagos
almacenan grandes cantidades de MIF preformado que son liberadas frente a estimulos
con LPS, glucocorticoides, exotoxinas Gram positivas, citocinas y mediadores
proinflamatorios, los cuales tienen un papel importante en la secrecién local del MIF durante
la respuesta inmune innata (34).

Estimula la liberacion de TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12, perpetuando asi el ambiente
inflamatorio por la retroalimentacion positiva a la respuesta inflamatoria (36) (Fig. 9).
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Cytokines & Periodontal Disease

* BACTERIAL CHALLENGE

olofelelolololofolelelofolololololololelole

CYTOKINE RESPONSE

INNATE IMMUNITY ADAPTIVE IMMUNITY
PMN _ Mg Th1 Th17 Th2 Tregs

CHARACTERISTIC TNF-a, IL-1, IL-6 IFN-y IL-17 IL-4 IL-10, TGF-8
CYTOKINES
PROTECTIVE No literature Anti 1 ic Noli evidences Anti-osteoclastogenic
FEATURES evidence IFN-y in vitro Th1/Th2 inhibition (?) IL-4 and IL-10 - in vivo & in vitro
DESTRUCTIVE Pro-infl y Pro-infl y  Pro-infl tory B-cell lesion hypothesis No literature
FEATURES RANKL inducers Th1l cells: RANKL+ Th7 cells: RANKL+ B cells: RANKL+ evidence

& RANKL inducers

Figura 9. Respuesta inmune innata y adaptativa de citocinas en presencia de
periodontopatégenos. Tomado de referencia (36) Silva, 2015.

Desempefia un papel critico en la regulacion de la respuesta inmune innata, a través de la
modulacion de TLR4. La activacion de TLR4 da como resultado la produccion de
mediadores proinflamatorios, incluyendo MIF, que induce el reclutamiento de células
inflamatorias, entre ellas neutrdfilos (36).

Las caracteristicas proinflamatorias, quimios atrayentes de MIF lo convierten en una
citocina con un papel importante tanto en el inicio, como en la progresion de la enfermedad
periodontal. La presencia de MIF aumenta el ambiente proinflamatorio que promueve la
sobreexpresion de RANKL, inductor de la activacion directa de los osteoclastos (36).

La actividad osteoclastogénica de MIF en la enfermedad periodontal también se puede
atribuir a la capacidad que tiene la citocina al activar vias de sefalizacién como NFkB y
NFAT en los precursores de osteoclastos que inician diferenciacién y supervivencia en la
célula (29), asi como la posible facultad quimioatrayente de MIF al actuar como ligando del
receptor de quimiocina CXCR4 en el reclutamiento de células precursoras de osteoclastos
(36).
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1.12 Metaloproteinasas

Componen un grupo de mas de 25 endopeptidasas que contienen zinc, dependientes de
calcio, secretadas o unidas a la superficie celular, las cuales actian como mediadores
moleculares también llamados biomarcadores, ya que se encuentran presentes en el fluido

crevicular gingival, y la saliva. Al existir algan cambio en los biomarcadores se puede
reconocer el estado de salud periodontal (26).

Las colagenasas MMP-1, -8 y -13 inician la degradacion del coldgeno I, Il y I, los cuales
contintan su degradacion por otras MMPs y enzimas proteoliticas. Estas enzimas para
ejercer su accion dependen de cofactores como el calcio y zinc. Las colagenasas
intersticiales operan dividiendo el colageno en fragmentos de colagena 34 y 14, que, por
si solos son facilmente desnaturalizados y transformados en gelatina. Cuando se convierten

en gelatina, la MMP-2 y MMP-9 o gelatinasas (Fig. 10), la degradan en miles de fragmentos
diminutos (37).

Un resultado critico en la periodontitis es la degradacion de la estructura de colageno de

los tejidos conectivos que forman el periodonto; por ello, las MMPs han sido implicadas en
la progresion de esta enfermedad.

La actividad de las MMPs esta modulada por los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs),
que comprenden cuatro tipos. Un ejemplo de tal molécula es TIMP-1, secretada por

neutrdfilos, linfocitos y mastocitos que pueden inhibir la mayoria de las MMPs. Todos estos
también son sintetizados por macréfagos y fibroblastos (37) (Fig. 10).
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Figura 10. Expresion de MMPs en los tejidos periodontales inflamados, principalmente MMP
2,-8,-13 y -3. Tomado de referencia (38) Sapna, G. 2014.
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Los niveles elevados de MMPs en el FCG y en las muestras de saliva, se asocian con la
progresion de la enfermedad periodontal. Las MMPs participan en la destruccion de los
tejidos periodontales asociada con periodontitis debido a su papel en la degradacion de la
matriz extracelular en los tejidos periodontales.

La expresién de MMP-13 en células epiteliales se asocia con la degradacién de coldgeno y
la migracion epitelial hacia el tejido conectivo en inflamacion crénica, asi como con el inicio
de resorcion 6sea. A su vez MMP-2 es secretada principalmente por fibroblastos gingivales,
degrada colageno tipo IV presente en tejidos gingivales (39).

Adicionalmente, la expresion de MMPs también es modulada por hormonas como el
estradiol, que, por ejemplo, disminuye la expresion de MMP-13 en condrocitos (37).

La degradacion de la matriz extracelular puede presentarse por diferentes vias, por la
activacion de las MMPs desde la matriz. La liberacion de radicales libres de oxigeno y la
fagocitosis de los componentes de la matriz. La fagocitosis por células fagocitarias también
es una importante via de la degradacion de la coldgena en el recambio fisiolégico y la
remodelacién de los tejidos conectivos periodontales (10).

Los radicales libres de oxigeno son especies moleculares altamente reactivas, las cuales
pueden romper las proteinas celulares, acidos nucleicos, y lipidos de membrana, asi como
causar despolimerizacion de los componentes de la matriz, entre ellos la colagena, el &cido
hialurénico y los proteoglicanos (10).

MIF es una citocina proinflamatoria que estimula la liberacion de otras citocinas durante la
inflamacién, como TNF-q, interferon Gama (IFN-y), IL-1B, IL-IL-8 e IL-12 (40).

También actta en la modulacion de la expresion de varias otras moléculas proinflamatorias
como el 6xido nitrico (ON) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la PGE;, perpetuando asi el
ambiente inflamatorio por la retroalimentacién positiva en la respuesta inflamatoria.
También desempefia un papel critico en la regulacion de la respuesta inmune innata a
través de la modulacion del TLR4, su activacion resulta en la produccion de mediadores
proinflamatorios, incluyendo el reclutamiento de células inflamatorias, entre ellas neutréfilos
(41).

El papel fisioldgico del MIF es contrarrestar los efectos inhibitorios de los esteroides sobre
la respuesta inflamatoria e inmune (40).
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2. Justificacion

La enfermedad periodontal es un problema de salud que afecta a la mayoria de la poblacion
mundial, un grupo que se considera vulnerable en la enfermedad periodontal son las
mujeres gestantes, cuyo estado fisioldégico se ha relacionado con el inicio o agravamiento
de la enfermedad. Por otro lado, dado que la destruccion tisular en la enfermedad
periodontal es causada por la respuesta inmune del hospedero ante los factores de
patogenicidad de los microorganismos en el biofiim y esta respuesta es mediada
principalmente por citocinas inflamatorias, muchas de ellas inducidas por MIF, y las MMPs
en la enfermedad periodontal durante la gestacion.

Este estudio contribuird a identificar la evolucion de la enfermedad periodontal bajo
diferentes condiciones hormonales e inmunes, provocadas por el desarrollo de la gestacion
en un modelo murino genéticamente deficiente para MIF (Mif-/-).

3. Planteamiento del Estudio

Identificar la participacion de MIF en la expresion de MMP-2 Y MMP-13 en el desarrollo de
periodontitis experimental previo y durante la gestacién de un modelo murino.
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4. Hipotesis

MIF participa en el desarrollo de la enfermedad periodontal durante la gestacion, al
favorecer la destruccion tisular a través de la sobreexpresiéon de MMP-2 Y MMP-13 en un
modelo murino. Por lo tanto, la periodontitis experimental serd menos severa en el grupo
de hembras gestantes Mif-/- en comparacion con el grupo de hembras gestantes silvestres
(WT).

22



5. Objetivos
5.1 Objetivo Principal

Determinar la participacién de MIF en la expresion de MMP-2 y MMP-13 en un modelo de
periodontitis experimental en ratones hembra gestantes WT y Mif-/- BALB/c.

5.2 Objetivos Particulares
1. Se desarrollara el modelo de periodontitis experimental en grupos de ratones hembra
gestantes.
2. Se determinara la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-13 por zimograma
en ratones hembra gestantes.
3. Redactar los resultados en un informe técnico (tesis).
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6. Materiales Y Métodos
6.1 Consideraciones Eticas

El trabajo con animales de experimentacion se llevé a cabo en el laboratorio 5 de la
UBIMED. Todos los experimentos del proyecto que incluyeron animales de experimentacion
fueron realizados bajo estricto cumplimiento de las normas enunciadas en el “Marco Etico
de Referencia para las Investigaciones Biomédicas en Animales de Laboratorio” en apego
a la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999. El manejo de Residuos Peligrosos
Bioldgicos — Infecciosos se realizé en apego a la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-
2002. Este trabajo es parte del proyecto para la obtencion del Doctorado en Ciencias del
Posgrado en Ciencias Biologicas de la Mtra. Betsaida J. Ortiz Sanchez, cuenta con la
aprobacién por la comisibn de ética de FES-Iztacala No. CE/FESI/062017/1182,
actualizacién CE/FESI/042022/1465 y por la Comisién de Bioseguridad de la FES-Iztacala
en 8 de agosto del 2017 y enero 2022.

6.2 Animales
Se utilizaron ratones hembra de 6 a 8 semanas de edad de la cepa BALB/c WT y Mif-/-
(Bioterio FES-1). Fueron provistos de agua y alimento balanceado ad libitum. Se

distribuyeron en 4 grupos:

Control (CTL), Gestacion (G), Periodontitis Experimental (PE) y Periodontitis Previo a
Gestacion (PPG) (Fig. 11).

Ratones BALB/c

WT/Mif-/-
8 semanas
Sin Periodontitis Periodontitis
Experimental Experimental
[ ] [ |
; - Periodontitis
Control Gestantes EP erlogiontltls Previa a
xperimental G ¥
estacion
CTL G PE
PPG

Figura 11. Diagrama de flujo de grupos experimentales. Se utilizaron ratones hembra de 6 a 8
semanas de edad de la cepa BALB/c WT y Mif-/-. Se distribuyeron en 4 grupos: Control (CTL),
Gestacion (G), Periodontitis Experimental (PE) y Periodontitis Previo a Gestacion (PPG).
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6.3 Induccién de Periodontitis

El modelo de induccién consisti6 en la colocacion de ligaduras con sutura Nylon 6-0
(Atramat) alrededor del segundo molar superior derecho (42-46) en ratones hembra WT y
Mif-/-, bajo anestesia, se utiliz6 Xylazina (Porcin, Pisa) como preanestésico, con dosis
ponderal de 10 mg/kg, con una dilucion del 10%, y Ketamina (Anesket, Pisa) (Fig. 14), como
anestésico, con dosis ponderal 10 mg/kg, dilucién al 10% (47). El procedimiento se realizé
con ayuda de una mesa de trabajo y separadores disefiados para facilitar la visibilidad, asi
como con el uso de microscopia quirargica (Microscopio Quirargico Carl Zeiss GmbH)
ubicado en la clinica de Endoperiodontologia (Fig. 12).

Figura 12. Modelo de maxilar murino con induccién de periodontitis experimental. Ligadura
de sutura Nylon 6-0 (Atramat) alrededor del segundo molar superior derecho.

La permanencia de las ligaduras de sutura se verificd cada semana. Después de 2 semanas
post-induccién se seleccionaron 3 hembras de manera aleatoria para ser apareadas con
los machos, con la finalidad de que queden prefiadas (verificadas con tapén positivo) y
conformar el grupo de periodontitis previo a la gestacion (PPG). Otro grupo de 3 ratones
hembra se mantuvo s6lo con periodontitis (PE). Otro grupo de 3 ratones hembra sin
periodontitis fue apareado para formar el grupo gestante (G) y 3 ratones hembra
conformaron el grupo control (CTL).

6.4 Eutanizacion. Todos los grupos fueron sacrificados en camara de CO, después de 10
semanas, considerando el tiempo a partir de la induccién de periodontitis experimental. Los
ratones control fueron sacrificados en los mismos tiempos que los grupos experimentales.

6.5 Zimograma. Se obtuvieron las proteinas de los maxilares derechos, y se realizaron
zimogramas en gel de acrilamida con sustrato de gelatina (Sigma Aldrich) para MMP-2, o
coldgena (Collagen from calf skin - Sigma Aldrich) para MMP-13, para identificar la
presencia y expresion de las MMP’s como pro-enzima o en su forma activa: MMP-2 Pro-
enzima (~72 kDa) forma activa (~59-63 kDa), MMP-13 Pro-enzima (~ 57-60 kDa), forma
activa (~56-45 kDa) (48).
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7. Andlisis Estadistico

Las comparaciones de los niveles de citocinas entre los diferentes grupos considerados en
este trabajo se llevaron a cabo mediante la prueba t de Student, U de Mann-Whitney: * WT
vs Mif-/-, y ANOVA No Paramétrica, utilizando un coeficiente de confiabilidad del 95%. Se
consideran significativas las comparaciones con valores de p<0.05, utilizando GraphPad
Prism 8 software.
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8. Resultados
8.1 Analisis Comparativo de la Expresion de MMP-2
8.1.1 La presencia de MIF favorece la expresion de MMP-2 activa en
gestacién, y la ausencia de MIF favorece la expresion de MMP-2
activay como Pro-MMP-2 en PE y PPG.

WT

PM cTL G PE PPG cTL
(72KDa) —‘.»70 Il - o 1 : : %
E 3 | ‘
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Figura 13. Zimograma en Gel de Poliacrilamida de la actividad gelatinasa de las MMP-2 Activa
(59 KDa) y Pro-MMP-2 (72KDa).
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Gréfica A) pro-MMP-2. Expresién de Pro-MMP-2. La ausencia de MIF favorece la expresion de Pro-
MMP-2 en los grupos G, PE, y PPG respecto a sus contrapartes WT. Grafica B) MMP-2 activa. MIF
favorece la activacion de MMP-2 en el grupo de gestacion WT, mientras que la ausencia de MIF
favorece la activacion de MMP-2 en PE y PPG. a= vs CTL, b= vs G, c= vs PE. Los resultados se
expresan en unidades de expresion relativas, contra muestra de referencia (*p < 0,05).

En la gréfica A, se observa un aumento leve en la expresiéon de Pro-MMP-2 en el grupo G
WT al compararlo con el grupo control; se observ6 una disminucién en la expresion de Pro-
MMP-2 en los grupos PE y PPG WT al compararlos contra el grupo control, aunque esto no
fue significativo. Se observd un aumento en la expresion de Pro-MMP-2 en los grupos G y
PE Mif-/-. al compararlos contra el grupo control. Se obtuvo un leve aumento en la expresion
de Pro-MMP-2 en el grupo PPG Mif-/- al compararlos contra el grupo control sin embargo
no fue significativo (*p=< 0,05).

Al comparar WT vs Mif-/- no se observaron diferencias significativas entre los grupos CTL,
Gy PE, sin embargo, en el grupo PE se observa un aumento en la expresién de Pro-MMP-
2 contra su contraparte WT, mientras que, al comparar el grupo PPG Mif-/- con su respectivo
WT se observo un aumento significativo en la expresion de Pro-MMP-2 (*p=0.0022). La
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ausencia de MIF ament6 la expresion de Pro-MMP-2 en los grupos G, PE y PPG al
compararlos con su contraparte WT.

Mientras que, en la grafica B, se observa un aumento significativo en la expresion de MMP-
2 activa en el grupo G WT al compararlo contra el grupo control, observamos una
disminucion en la expresion de MMP-2 la cual fue significativa en los grupos PE y PPG al
compararlos con el grupo control.

Al comparar los grupos G, PE, PPG Mif-/- contra el grupo control se observé una tendencia
al aumento de la expresion de MMP-2, sin embargo, esta no fue significativa.

La expresion de MMP-2 mostré un aumento en el grupo G WT en comparacion con el grupo
G Mif-/-. En contraste, en los grupos PE y PPG Mif-/- presentaron mayor expresion de MMP-
2 que su contraparte WT para ambos casos y esta diferencia es significativa PPG WT vs
Mif-/- (*p=0.0303), PE WT vs Mif-/- (*p= 0.0022). Por lo que la presencia de MIF en presencia
de periodontitis podria inhibir la activacién de la MMP-2, mientras que, en gestacion, ésta
se sobreexpresa.

8.2 Analisis Comparativo de la Expresion de MMP-13
8.2.1 La ausencia de MIF parece favorecer la expresién de MMP-13
activay como Pro-MMP-13 en G, PE y PPG.

(60KDa)  ee—)
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Figura 14. Zimograma en Gel de Poliacrilamida de la actividad colagenasa de la MMP- 13
Activa (45 KDa) y pro-MMP-13 (60 KDa).
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Grafica C) Expresion de Pro-MMP-13 La ausencia de MIF parece favorecer la expresion de Pro-
MMP-13 en los grupos G, PE y PPG respecto a su contraparte WT Gréafica D) Expresion de MMP-
13 activa. La ausencia de MIF parece favorecer la expresion de MMP-13 en los grupos G, PE y PPG
respecto a su contraparte WT. a=vs CTL, b=vs G, c=vs PE Los resultados se expresan en unidades
de expresion relativas, contra muestra de referencia (*p < 0,05).
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En la grafica C, se observa una disminucion de la expresion de Pro-MMP-13 en los grupos
G, PE y PPG WT con respecto al grupo control. Al comparar la expresion de Pro-MMP-13
en grupos Mif-/- observamos que el grupo G Mif-/- no tuvo ninguna diferencia al compararlo
contra el grupo control. Sin embargo, el grupo PE Mif-/- obtuvo un aumento en la expresiéon
de Pro-MMP-13 al compararlo contra el grupo control, aunque no fue significativo. Por otro
lado, se observé una disminucion en la expresion de Pro-MMP-13 en el grupo PPG Mif-/- al
compararlo contra el grupo control. Se identific6 un aumento leve en la expresion de Pro-
MMP-13 en el grupo PE Mif-/- al compararlo con su contraparte WT el cual no fue
significativo. Al comparar la expresion de Pro-MMP-13 entre los grupos WT y Mif-/- se
observé una tendencia al alza en los grupos G y PE Mif-/- sobre los WT.

Mientras que, en la gréfica D, se observa una disminucion en la expresion de MMP-13 en
el grupo PE WT al compararlo con el grupo control, mientras que no se observé ninguna
diferencia al comparar el grupo G WT contra el grupo control, Se obtuvo un leve incremento
en la expresion de MMP-13 en el grupo PPG WT al compararlo contra el grupo control.
Observamos un aumento en la expresion de MMP-13 en los grupos G, PE y PPG Mif-/- al
compararlos contra el grupo control. Sin embargo, al comparar los grupos G, PE y PPG
tanto WT como Mif-/- no se observaron diferencias significativas.
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9. DISCUSION

La periodontitis es una infeccién bacteriana que genera una inflamacion cronica de los
tejidos, caracterizada por sangrado gingival, formacién de bolsas periodontales, destruccion
del tejido conectivo y reabsorcion ésea alveolar. Los antigenos bacterianos, como LPS y/o
endotoxinas, a través de la habilidad que poseen de ingresar en los tejidos periodontales,
activar a los sistemas de defensa del huésped, e inducir cambios patolégicos con relacién
a una respuesta inflamatoria cronica. Los tejidos periodontales inflamados producen
cantidades significativas de citocinas proinflamatorias, principalmente IL-183, IL-6, PGE: y
TNF-qa, los cuales, promueven la liberacion de enzimas tisulares causando la destruccion
de la matriz extracelular y del hueso alveolar.

No obstante, se ha mostrado que los patdégenos periodontales son necesarios, pero no
suficientes para que se produzca la periodontitis. La progresion de la periodontitis esta
relacionada con factores de riesgo basados en el huésped. La periodontitis es, en realidad,
consecuencia de la interaccion de factores genéticos, ambientales, microbianos y factores
propios del huésped. Entre estos factores se encuentran las variaciones hormonales que
experimentan las mujeres en situaciones fisioldgicas, como ocurre durante el embarazo.
Dichas variaciones hormonales producen cambios significativos en el periodonto,
principalmente en presencia de inflamacion gingival inducida por placa bacteriana
preexistente.

Los mecanismos a través de los cuales las hormonas sexuales femeninas afectan el
periodonto, especialmente durante el embarazo, es variada. El periodonto contiene
receptores para estrdgeno y progesteronay, por lo tanto, un incremento plasmatico de estas
hormonas resulta en un aumento y acumulacion de ellas en los tejidos gingivales.

Los efectos del estrogeno y de la progesterona en la vascularizacion gingival podrian
potencialmente explicar el aumento en el edema, eritema, y exudado de FCG.

Varios estudios clinicos han correlacionado altos niveles de FCG con la presencia de
hormonas sexuales, lo que indica que estas hormonas afectan la permeabilidad vascular
en el surco gingival.

De acuerdo con Hugoson (4) la cantidad de FCG en mujeres embarazadas se eleva en un
549% al compararlo con el nivel de FGC en mujeres posterior al parto. Por otra parte, Meikle
y cols. (49) reportaron que la sobre expresion de MMP-2 en FCG de sujetos con
periodontitis establecida es mayor que en sujetos sanos. Lo cual, tiene similitud con
nuestros resultados, ya que observamos una sobreexpresion relativa de la MMP-2 activa
(59 KDa) en el grupo con PE Mif-/- a diferencia con el grupo control.

Estudios previos de Barreriros (50), sugirieron que MMP-2 favorece la progresion de la
lesién, y contribuye a la destruccion ésea en la periodontitis, promueve la reparacion de
heridas y la remodelacion de tejidos, en condiciones fisiolégicas, MMP-2 se expresa en las
células del ligamento periodontal y actla en respuesta a infecciones, remodelacion de
tejidos y lesiones (50). En nuestro estudio observamos que la expresiéon de MMP-2 era
menor en los ratones WT que en los deficientes de MIF, con lo cual podemos sugerir que
la presencia de MIF inhibe la expresion de MMP-2, en particular, se obtuvieron diferencias
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significativas en la expresion de MMP-2 en el grupo G WT al compararlo con su contraparte
Mif-/-.

El estudio realizado por Nguyen (51), revel6 que la actividad de Pro-MMP-2 fue alta y
estable a lo largo de la gestacion lo cual coincide con nuestros resultados donde la actividad
de Pro-MMP-2 increment6 considerablemente en los grupos G WT y Mif-/- al compararlos
con los controles de ambos casos.

Los hallazgos de Hirschfeld (52) respaldaron un papel proinflamatorio de MIF en la
inflamacién periodontal. Sin embargo, no encontraron una relacion directa entre MIF y
MMP-2, que se cree que tiene un papel destructivo en la periodontitis. En nuestro estudio
encontramos que la ausencia de MIF podria favorecer la expresiéon de MMP-2 en su forma
activa (59KDa) y como Pro-enzima (72 KDa) ya que Unicamente el grupo que presenté una
sobreexpresion de MMP-2 en presencia de MIF fue el grupo G WT.

Por otro lado, en nuestro estudio la expresion de MMP-13 se incrementé considerablemente
en el grupo con PE Mif-/- a diferencia del grupo control y G Mif-/- , lo cual coincide con el
estudio de Nagasupriya, 2014 (53) donde al evaluar la expresion de MMP-13 por
inmunohistoquimica en un grupo de sujetos diagnosticados con periodontitis y otro grupo
con sujetos control, reportd el incremento en la expresiéon de MMP-13 en el grupo con
periodontitis a diferencia del grupo control.

Finalmente, el estudio de Hernandez, Valenzuela (26), reporté que en periodontitis crénica
la MMP-13 se expresa en FCG, lo cual coincide con nuestro resultado que, si bien no se
evalud el FCG si no el maxilar completo, es posible observar un aumento en la expresion
relativa de MMP-13 en el zimograma en su forma activa (45KDa) y en la forma latente de
MMP-13 ( 60KDa).
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10. CONCLUSION

En el presente trabajo logramos destacar la asociacion positiva que existe entre la gestacion
y la sobreexpresion de MMPs, asi como también sugerimos que las hormonas femeninas
favorecen la respuesta alterada de los tejidos periodontales por lo que se considera que la
disbiosis oral contribuye al desarrollo de un embarazo anormal y a la relaciéon de infeccion
periodontal con el aumento y/o presencia de citocinas proinflamatorias (21).

Nuestros resultados y observaciones nos permitieron sugerir que la presencia de MIF
podria inhibir la activacion de la MMP-2 y MMP-13 ya que los grupos experimentales
deficientes de MIF presentaron una expresion mas elevada de las MMPs 2 y 13.

Finalmente, el presente estudio demostro la utilidad de la expresion de MMP-2 y MMP-13
como indicadores predictivos de la enfermedad periodontal pregestacional, y se destacoé la
influencia de la citocina proinflamatoria MIF en la expresion de estas.

11. PERSPECTIVAS

Como perspectivas del estudio se sugiere evaluar el comportamiento de las MMPs a través
de estudios como Western Blot, asi como cuantificar las concentraciones de MIF
localmente, a través de rt-PCR, y evaluar las concentraciones MMPs de FCG como un
marcador de identificacién de enfermedad periodontal.

Asi como evaluar el efecto inflamatorio en el hueso alveolar a través de la expresion de
RANKL.
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