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RESUMEN

La periodontitis (PE) es una enfermedad crdnica inflamatoria causada por bacterias (biofilm oral)
que afecta a los tejidos de soporte del diente (periodonto), produciendo sangrado y pérdida 6sea
gradual. Esta afecta cerca del 23% de las mujeres en edad reproductiva y se incrementa hasta el
56% en mujeres embarazadas. El embarazo modifica aspectos clinicos, citolégicos y
microbioldgicos, debido a hormonas sexuales capaces de alterar las respuestas tisulares al biofilm
oral. La relacién entre las citocinas expresadas en mujeres embarazadas y el desarrollo de la
periodontitis no se ha establecido de manera puntual. Niveles elevados de citocinas Th2 como IL-6
e IL-10 encontrados en mujeres embarazadas, podrian favorecer el progreso de la enfermedad. En
este estudio, usando ratones hembra BALB/c de 8 semanas, estudiamos 5 grupos experimentales,
con el fin de establecer la relacion embarazo-periodontitis; 1) Control (CTL), 2) Control anestesia,
3) Gestante sin PE (Gest —Lig), 4) PE en ratones No gestantes (No Gest —Lig) y 5) Gestante con PE
Gest +Lig). Registramos los cambios clinicos e histolégicos en todos los grupos y medimos los
niveles séricos de citocinas Th1l y Th2. Asociamos el desarrollo de periodontitis y su severidad con
el perfil de expresidn de citocinas. Se observaron alteraciones histolégicas severas en la integridad
del epitelio de unién en ratones hembras gestantes con PE en comparacién con ratones hembras
no gestantes con PE. Los grupos con periodontitis experimental (gestantes y no gestantes)
presentaron niveles elevados de IL-6 e IFN-y, comparado con los grupos control y gestantes sin
periodontitis. No se observaron diferencias en la expresion de IL-10 y TNF-a entre los grupos. Asi
como la expresion de MMP-2 y MMP-13 aumenta en la presencia de periodontitis pero disminuye
durante la gestacioén. En conclusidn, el perfil de citocinas desarrollado debido a las condiciones del

embarazo favorece la severidad de la periodontitis experimental en un modelo murino.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease caused by bacteria (oral biofilm) that affects dental
support tissues (periodontium), producing bleeding and gradual bone loss. This affects over 23%
women in reproductive age, and increases up to 56% in pregnant women. Pregnancy modifies
clinical, cytological and microbiological aspects due to sexual hormones which are able to alter
tissue responses to oral biofilm. The relationship of cytokine expression in pregnant women and
periodontitis development has not been stablished punctually. Elevated levels of Th2 cytokines as
IL-6 and IL-10 found in pregnant women could favor disease progression. In this study, using 8
weeks old BALB/c female mice, we studied 5 experimental groups to stablish the pregnancy-
periodontitis relationship; 1) Control (CTL), 2) Control Anesthesia (Ct Anest) 3) pregnant non-EP
(Pregnant —Lig), 4)Non Pregnant with PE (No Pregnant +Lig), 5) Pregnant with PE (Pregnante +Lig).
We register clinical and histological changes in all groups and measured serum levels of Thl and
Th2 cytokines. We associated periodontitis development and severity with cytokine profile
expression. Severe histological alterations in junction epithelium integrity in EP-pregnant mice
were observed compared with EP non-pregnant mice. The EP groups (pregnant or not) had higher
levels of IL-6 and IFN-y compared to controls (pregnant or not without EP). Non differences in IL-
10 and TNF-a, expression were observed between groups. We also found overexpression of MMP-
2 and MMP-13 in periodontitis, but it’'s down regulated during pregnancy. In conclusion, the
cytokine profile developed due pregnancy condition favors the severity of experimental

periodontitis in a murine model.



1. INTRODUCCION

La periodontitis es una de las infecciones mas comunes en el mundo(1). Afecta a mas de 23% de
mujeres en edades entre los 23 y los 54 afios, y estd presente en el 56% de las mujeres
gestantes(2). La enfermedad periodontal es provocada por bacterias, su curso y progresion son
modificados por una serie de factores como enfermedades o condiciones sistémicas (3, 4). La
gestacién, asi como los tratamientos con anticonceptivos propician condiciones sistémicas que
influyen en aspectos clinicos, citoldgicos y microbiolégicos en las mujeres. Si bien, las hormonas
sexuales femeninas no son suficientes para producir cambios gingivales por si mismas, si son
capaces de alterar las respuestas de los tejidos periodontales a la placa microbiana; ya que se han
observado cambios en los microorganismos presentes en los grupos de mujeres gestantes y
usuarias de anticonceptivos orales (AQ’s) comparadas con grupos de mujeres no gestantes (5). Por
lo que indirectamente la carga hormonal contribuye a la enfermedad periodontal (6). En esta
condicién de “compromiso sistémico” los tejidos gingivales presentan una respuesta exagerada a
los irritantes. Los rangos de inflamacion fluctian de edema ligero y enrojecimiento, a inflamacion
severa con sangrado e hiperplasia gingival. Por otro lado, la carga hormonal de mujeres usuarias
de AOQ’s, difiere de la condicién hormonal de la gestacidn, y favorece en mayor cantidad el

exudado en los tejidos gingivales inflamados (7).

El perfil de citocinas en la respuesta inmune se ha organizado en dos grandes grupos: Thl que se
caracteriza por expresar interleucina 1o (IL-1a), IL-1B, IL-8, factor de necrosis tumoral o (TNF-a) e
interferén y (IFN-y), mientras que el perfil Th2 por IL-4, IL-6 e IL-10. En la enfermedad periodontal
la sintesis de citocinas y mediadores inflamatorios es un proceso altamente controlado, desde las
descripciones clasicas de Page y Schroeder(8) y la caracterizacién del infiltrado inflamatorio por
Lindhe (9), la naturaleza y la asociacién con diferentes tipos de respuesta inflamatoria o la
progresion de la enfermedad a partir de la resorcion ésea, se han debatido. El perfil de citocinas
en la enfermedad periodontal varia, e incluye ambos tipos Thl y Th2, la expresion de las citocinas
del perfil Th1 se han detectado en macrdfagos de tejidos gingivales inflamados(10). Mientras que
el perfil Th2, también se han encontrado en tejidos con enfermedad periodontal(11), asimismo se
ha relacionado con una alteracidon en la sefializacién de IL-10. La relacidn de la expresién de
citocinas en la enfermedad periodontal es compleja y cambia a partir de las variaciones sistémicas
y locales, ademads las citocinas pueden tener efectos redundantes, dichas interacciones no se han

establecido de manera puntual.



1.1 Periodonto

El periodonto, se define como los tejidos de soporte de los dientes, comprende el cemento
radicular, el ligamento periodontal, el hueso alveolar y la encia, principalmente la unién
dentogingival (12). Los elementos del periodonto son estructuras altamente especializadas y la

funcién del periodonto sucede gracias a la interaccidn e integridad de sus componentes (Fig. 1).

Crevicular epithelium
Junctional epithelium
Oral gingival epithelium
Periodontal ligament
Mucogingival junction
Alveolar bone

Alveolar mucosa

Cementum

Fig. 1. Vista y diagrama de los principales elementos del periodonto. A la derecha de la
fotografia se presenta un diagrama de cémo se veria el corte bucal-lingual de la vista clinica. La
escala se encuentra exagerada para ilustrar las regiones mas delgadas del periodonto (Tomado
de Referencia 7. Rose L, 2000).

El germen dentario se origina del ectodermo del primer arco faringeo y del ectomesenquima de
las crestas neurales. Las células ectomesenquimaticas, migran para formar la lamina dental
primaria, que se divide en lamina vestibular y lamina dental, de ésta ultima, se forma al germen
dentario, el cual tiene tres componentes: érgano del esmalte, papila dental y foliculo dental, la
primera forma al esmalte, formacién radicular y adherencia epitelial primaria; la papila dental,
forma dentina y pulpa, y el foliculo dental forma cemento, ligamento periodontal y el hueso

alveolar(13).



1.2 Encia

La mucosa bucal se conforma de tres zonas:

1. Laenciay el revestimiento del paladar duro, mucosa masticatoria.
2. Eldorso de la lengua, cubierto de mucosa especializada

3. La membrana mucosa que recubre el resto de la cavidad bucal.

La encia es la parte de la mucosa bucal que cubre los rebordes alveolares y rodea el cuello de los
dientes, en direccién oclusal termina en el margen gingival o cuello clinico del diente, en direccién

apical se continda con la mucosa vestibular delimitada por la linea mucogingival (12).

La encia esta formada histoldgicamente por tejido epitelial y tejido conectivo (Fig. 2).

Bone Dense connective Epithelium Loose connective Epithelium
tissue tissue

Fig. 2. Mucosa Oral. A. Diferencias entre la mucosa alveolar y la encia bucal By C. En cortes
histoldgicos el epitelio gingival se observa firmemente unido al hueso por tejido conectivo
denso, mientras que el epitelio del surco esta soportado por tejido conectivo laxo. (Tomado de
referencia 17. Ten Cate, 2008).



Encia libre o marginal. Es el margen terminal o borde de la encia que rodea los dientes a manera
de collar. Aproximadamente en el 50% de los casos, esta delimitada de la encia insertada por el
surco marginal. La encia marginal suele tener 1 mm de ancho y forma la pared de tejido blando del

surco gingival.

Oral sulcular :
epithelium .
e e e ' e :
Oral
: epithelium
Junctional
epithelium

Connective
tissue

Fig. 3. Dibujo esquematico de un corte histolégico describiendo la composicion de la gingiva y el
area de contacto entre la gingiva y el esmalte (E) Epitelio de Unidon. (Tomado de referencia 9.
Lindhe, 2008).

Surco gingival. Es el espacio o surco alrededor del diente que esta conformado por la superficie
dental y el revestimiento epitelial del margen libre de la encia. Tiene forma de “V” y permite
apenas la entrada de una sonda periodontal, la medicién de éste surco clinicamente normal es de
2-3 mm. En este espacio normalmente se encuentra el fluido gingival, que tiene caracteristicas
parecidas al plasma sanguineo, este se filtra desde los tejidos conjuntivos de la encia, hacia este
espacio contando también con la presencia de neutrdfilos, linfocitos, monocitos y células
descamadas de los epitelios que se encuentran a su alrededor, dandole caracteristicas de defensas

contra el ataque de los microorganismos presentes en la cavidad bucal (Fig. 3).



Encia Adherida o Insertada. Se encuentra a continuacion de la marginal y esta firmemente unida a
la superficie del periostio del hueso alveolar. La superficie vestibular de la encia insertada se

extiende hasta la mucosa alveolar, delimitada por la unién mucogingival.

1.2.1 Caracteristicas Clinicas de la Encia

La encia marginal tiene en condiciones normales un color rosado, es lisa y brillante, posee una

consistencia blanda pero firme.

La encia insertada posee caracteristicas diferentes a la libre como son el color rosa palido, debido
a la presencia de mayor cantidad de fibras que la fijan o insertan al periostio del hueso alveolary a
la menor irrigacién de la zona, lo que a la vista la hace parecer a la superficie como cascara de

naranja (Fig. 4).

Fig. 4. Encia. Se pueden diferenciar dos partes de la encia: 1) Encia libre (FG), 2) Encia adherida
(AG), 3) Unién Cemento Esmalte (CEJ), Linea mucogingival (MGJ) (Tomado de referencia 9.
Lindhe, 2008).

1.2.2 Fibras Gingivales

La encia posee fibras en su estructura, lo que determina su forma, consistencia y color. Estas se

clasifican de la siguiente manera (Fig. 5):

Dentogingivales: se ubican apicalmente al epitelio de unién (estructura que forma parte del
periodonto de proteccién, siendo el medio de unién de la encia al diente) y desde la superficie

cervical de la raices se orientan hacia el margen gingival.



Dentoperidsticas: mas apicales que las anteriores, desde la superficie radicular hasta la lamina

peridstica del hueso alveolar.
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.

GG

Fig. 5. Fibras Gingivales. A pesar de que varias de las fibras de coldageno en la gingiva y el
ligamento periodontal se encuentran distribuidas irregularmente, la mayoria tienden a
distribuirse en grupos de haces con distinta orientacién. De acuerdo a su insercién y el
trayecto en el tejido, los grupos se dividen en: 1) Fibras circulares (CF). 2) Fibras
dentogingivales (DGF). 3) Fibras dentoperiésticas (DPF). 4) Fibras trans-septales (TF), surco
de la encia libre (GG). (Tomado de referencia 9. Lindhe, 2008).

1.3 Epitelio de Unién

También denominada unidn dentogingival, es el mecanismo de cierre del periodonto de
proteccion, o sea, la forma en que la encia marginal se adhiere a la superficie del diente para sellar

la comunicacidn entre la cavidad bucal y los tejidos del periodonto de insercién(14).



Este epitelio es la continuacidn del epitelio dental de la encia marginal en su porcion mas apical,
sin un verdadero limite entre ambos. Tiene una forma triangular con su base hacia el epitelio
dental de la encia marginal y su vértice ubicado hacia el apice, dejando de esta forma los dos lados
del tridngulo o vertientes, una hacia el corion de la encia marginal denominada lamina basal
externa y la otra vertiente hacia la estructura del diente, llamada lamina basal interna. Esta
vertiente o ldmina basal interna se une a la superficie del elemento dentario a través de

hemidesmosomas (Fig. 6).

Cabe aclarar, cuando nos referimos a que la encia marginal migra apicalmente, el epitelio de unidn
también lo hace, adoptando distintas posiciones con respecto a las estructuras dentales a la cual
se une. Lo hace integramente sobre el esmalte cuando el diente recién erupciona, al lograr su

ubicacién en la arcada, se relaciona con el limite amelocementario (unido sobre el esmalte).

Fig. 6. Epitelio de Unidn. Dibujo esquematico de la célula posicionada mas apicalmente en el
epitelio de unidon. Esmalte (E), ldmina densa (LD), ldmina ldcida (LL), fibras de Anclaje (AF).
(Tomado de referencia 9. Lindhe, 2008).

1.4 Cemento Dentario

El cemento es el tejido mesenquimatoso calcificado avascular que forma la cubierta exterior de la
raiz anatdmica. Los dos tipos principales de cemento son el acelular (primario) y celular
(secundario). Ambos constan de una matriz interfibrilar calcificada y fibrillas de colageno. El
cemento celular estratificado permite la reestructuraciéon del cemento para compensar las
alteraciones fisioldgicas, mientras que el cemento acelular Unicamente ancla el ligamento

periodontal (13) (Fig. 7).



Fig. 7. Corte de un diente humano. Se ilustran: cemento acelular extrinseco (AEFC), Fibra
granular de Tomes (GLT) (Tomado de referencia 17. Ten Cate, 2008).

1.4.1 Caracteristicas histoldgicas y morfoldgicas.

CEMENTOBLASTOS. Estas células formadoras de cemento se ubican en la parte externa del tejido

al lado del ligamento periodontal: zona cementdgena del cemento

CEMENTOCITOS. Son cementoblastos incluidos en el cemento mineralizado dentro de cavidades

denominadas cementoblastos.

CEMENTOCLASTOS. Son células que tienen capacidad de reabsorcién de tejidos duros. Estan
ausentes en condiciones normales. En condiciones patoldgicas aparecen en la superficie externa

del cemento.

MATRIZ EXTRACELULAR. Los cristales de hidroxiapatita forman el principal componente
inorganico. Se alojan entre las fibras coldgenas o dentro de ellas. La matriz orgdnica esta formada

por colageno tipo I.
Hay dos clases de fibras:
Intrinsecas: formadas por cementoblastos que luego se remineralizan y forman cemento.

Extrinsecas: son fibras del ligamento periodontal que buscan anclaje en el cemento (fibras de

Sharpey) (Fig. 8).
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Fig. 8. Corte histolégico de periodonto. Fueron examinados por: luz transmitida (A) y polarizada
(B). La microscopia polarizada revela estrias en la capa de cemento. Cy D, lineas longitudinales
(flechas) y perpendiculares son visibles con algunas tinciones histoldgicas. Las capas
longitudinales pueden aparecer como lineas delgadas o gruesas, denotando esencialmente la
interfaz entre capas sucesivas de cemento (Tomado de referencia 17. Ten Cate, 2008).

1.5 Hueso Alveolar

El proceso alveolar es la porcidn maxilar y mandibular que forma y sostiene los alveolos dentarios.
No hay un limite anatédmico preciso entre la porcién basal o cuerpo de los huesos maxilar y
mandibular, y las apofisis alveolares pero si hay grandes diferencias de origen y funcion. Se forma
cuando el diente erupciona para proporcionar insercién dsea al ligamento periodontal en
formacién, desaparece gradualmente después de que se pierde el diente. “El hueso alveolar nace,
crece y vive solamente por los dientes”. El tamafo, la forma, la ubicacion y la funcién de los

dientes determinan su morfologia(15) (Fig. 9).

Fig. 9 Cresta 6sea normal. (Tomado de referencia 15. Carranza, 2010).
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1.5.1 Constituyentes del Alvéolo

1. Una tabla externa de hueso cortical formado por hueso haversiano y laminillas dseas

compactadas (Fig. 10).

2. La pared interna del alveolo, integrada por hueso compacto delgado llamado hueso alveolar,
desde el punto de vista histoldgico, contiene una serie de aperturas, ldmina cribiforme, que
permiten la unidn con el ligamento periodontal y el componente central del hueso alveolar (hueso

esponjoso), mediante paquetes neurovasculares.

Blood

y - vessels
Circumferential
lamellae / Haversian
e Y=} lamellae Interstitial
[ e 1\ 3 - lamellae
3 i
£ B -

Fig. 10. Componentes organizacionales 6seos (Tomado de referencia 17. Ten Cate, 2008).

3. Trabéculas esponjosas, entre las dos capas compactas, que actian como hueso alveolar de
soporte. El tabique interdental consta de hueso esponjoso de soporte envuelto en un borde

compacto.

El proceso alveolar se divide en dreas separadas a partir de su base anatémica, pero funciona
como una unidad; todas las partes se interrelacionan con el soporte de los dientes. Casi todas las
porciones vestibular y lingual de los alveolos estdn formadas por hueso compacto, el hueso

esponjoso rodea la cortical alveolar en las zonas apical, apicolingual e interradicular.
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1.5.2 Clasificacion

Hueso compacto. Se halla en la parte mas externa del alvéolo, forma las corticales interna y

externa. En forma de céscara protege al hueso esponjoso y cambia permanentemente (Fig. 11).

Hueso esponjoso. Limitado por las corticales externa e interna se continta con el cuerpo de los

maxilares. Resiste muy bien las fuerzas (Fig. 11)

Fig. 11. Cuerpo mandibular. Se puede distinguir claramente la capa externa de hueso compacto y
la red interna de hueso trabecular (Tomado de referencia 17. Ten Cate, 2008).

1.5.3 Células y Matriz Intercelular.
Células osteoprogenitoras

Osteoblastos. Células formadoras de hueso, sintetizan proteinas y mineralizan el osteoide. Son
derivados de las células foliculares pluripotenciales. El hueso alveolar se forma durante el
crecimiento fetal por medio de osificacion membranosa, consta de una matriz calcificada con

osteocitos encerrados dentro de espacios llamados lagunas.

Osteocitos. Cuando quedan atrapados mientras segregan matriz dsea, reducen su tamafo vy

funcién. El nimero depende de la velocidad de formacién. Mas velocidad, mas osteocitos. Los
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osteocitos emiten prolongaciones hacia los canaliculos que se irradian desde las lagunas. Los
canaliculos forman un sistema de anastomosis por medio de la matriz intercelular del hueso, que
lleva oxigeno y nutrimientos a los osteocitos a través de la sangre y elimina los productos de

desecho metabdlicos.

Osteoclastos. Células mucho mas grandes, encargadas de la reabsorcién del hueso. Se originan a
partir de tejido hematopoyético, y se forman por la fusion de células mononucleares. Cuando los
osteoclastos estan activos, poseen un borde ondulado, y provocan una superficie dsea con

apariencia erosionada, llamadas lagunas de Howship.

El crecimiento dseo se da por aposicién de una matriz organica depositadas por los osteoblastos.
Los sistemas haversianos (osteones) son los mecanismos internos que dan suministro vascular a
los huesos que son muy gruesos paras ser abastecidos por los vasos superficiales. Estos se

encuentran, principalmente en las tablas corticales y la cortical alveolar (Fig. 12).

Fig. 12. Organizacion de las fibras de colageno en hueso laminado, la osteona es la unidad
organizacional del hueso laminado, principalmente evidente en hueso compacto. Consiste en
capas concéntricas de hueso alrededor de un canal vascular — conducto de Havers (Tomado de
referencia 17. Ten Cate, 2008).

El hueso estad integrado por un tercio de matriz organica y dos tercios de materia inorganica
formada principalmente por calcio y fosfato, también contiene hidroxilo, carbonatos, citrato y
otros iones como sodio, magnesio y fldor. Las sales se encuentran en forma de cristales de

hidroxiapatita y constituyen casi dos terceras partes de la estructura dsea.
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La matriz organica esta formada, por colageno tipo | (90%) con pequeiias cantidades de proteinas
no coldgenas como son: osteocalcina, osteonectina, proteina morfogénetica, fosfoproteinas y
proteoglicanos. La osteopontina y la sialoproteina dsea son proteinas de adherencia celular que

son importantes para la adherencia de osteoblastos y osteoclastos.

La regulacion de la remodelacion dsea es un proceso complejo que incluye hormonas y factores
locales que actian en forma autocrina y paracrina sobre la regeneracién y la actividad de células
Oseas diferenciadas. El hueso contiene 99% de los iones de calcio, es la principal fuente de
liberacion del calcio al disminuir sus niveles en sangre, la glandula paratiroides regula a partir de la
secreciéon de hormona paratiroidea (PTH) la degradacion dsea para obtener calcio, y la glandula
tiroides a través de la hormona calcitonina para favorecer la aposicién dsea y por lo tanto

disminuir las concentraciones de calcio en sangre.

1.6. Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal (LPD) es el tejido conectivo, muy vascularizado y celular, que ocupa el
espacio comprendido entre el hueso alveolar y la superficie radicular. Es un tejido conectivo
fibroso especializado producido principalmente por fibroblastos, con un minimo de componentes
vasculares y nerviosos. En sentido coronario, el LPD se continda con la lamina propia de la enciay
esta separando de ésta por los haces de fibras colagenas que conectan la cresta del hueso alveolar

con la raiz (fibras de la cresta alveolar) (Fig. 13).

Fig. 13. El periodonto comprende los siguientes tejidos: Encia (G), ligamento periodontal (PL),
cemento radicular (RC) borde del hueso alveolar (ABP), hueso alveolar (AP). (Tomado de referencia
9. Lindhe, 2008).
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El espacio del LPD tiene la forma de un reloj de arena, mas estrecho a nivel radicular medio. El LPD
es un tejido blando especializado situado entre el cemento que cubre la superficie radicular y el
hueso que forma la pared alveolar. Este tiene un grosor que varia entre los 0.15 a 0.38 mm, con su

porcidon mas ancha alrededor del tercio medio radicular(16).

Como cualquier otro tejido conectivo, el LPD consta de células y compartimientos extracelulares
de fibras y sustancia fundamental. Las células incluyen osteoblastos y osteoclastos (técnicamente
en el ligamento pero funcionalmente asociados con el hueso), fibroblastos, restos epiteliales de
Malassez, macréfagos, células mesenquimatosas indiferenciadas y cementoblastos (también
técnicamente asociados con el ligamento pero funcionalmente con el cemento), células epiteliales
y células nerviosas. El compartimiento extracelular consiste en fibras de coldgena bien definidas
embebidas con sustancia fundamental. Variantes de las fibras elasticas, elaunina y oxitalan
también se encuentran en el LPD. La sustancia fundamental contiene glucosaaminoglicanos,

glucoproteinas y glucolipidos (Fig. 14).
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Fig. 14. El ligamento periodontal es un tejido conectivo altamente celular y vascularizado.
(Tomado de referencia 17. Ten Cate, 2008).

El LPD se compone, principalmente de fibrillas colagenas dispuestas en haces (Fig. 15), la colagena
representa alrededor del 50% del peso seco del LPD; en dientes erupcionados por completo,
alrededor del 90% de la coldgena es insoluble. Interacciones sumamente especificas entre las
células, sus matrices extracelulares y factores de crecimiento de polipéptidos, regulan el

crecimiento, forma y funciones celulares (Fig 15).
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Fig. 15. Microfibrillas, fibrillas, fibras y haces de coldgeno (Tomado de referencia 15.
Carranza, 2010)

1.6.1 Células epiteliales

Las células epiteliales en el LPD son remanentes de la vaina epitelial de Hertwing. Estas se
encuentran como lazos dispersos cerca de la superficie cementaria y son facilmente reconocidos
con tinciones de hematoxilina y eosina, debido a que su nucleo se encuentra de frente y por lo

tanto se tifie profundamente. Son conocidos como epitelio de Malassez.

1.6.2 Células mesenquimatosas indiferenciadas

Un importante componente del LPD son las células mesenquimatosas indiferenciadas o células
madre. Estas tienen una localizacidn perivascular a 5 um de los vasos sanguineos. Si bien ha sido
demostrado que son la fuente de células nuevas para el LPD, es sabido que una célula madre
origina células hijas que se diferencian en fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos. El hecho de
gue células nuevas son producidas por el LPD, aunado al hecho de que las células del ligamento se
mantienen estaticas, significa que la produccién de células nuevas debe mantenerse balanceada
por la migracién de células fuera del ligamento o su muerte. La supresidn selectiva de células del

ligamento ocurre por apoptosis, para permitir un recambio(17).

1.6.3 Células de hueso y cemento

Aunque técnicamente se encuentran en el LPD, las células de hueso y cemento se encuentran

asociadas a los tejidos duros que forman.
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Los osteoblastos delinean la superficie 6sea del ligamento y pueden encontrarse funcionales o en
reposo, dependiendo del estado funcional del ligamento. Los osteoclastos también pueden ser
encontrados contra el hueso donde ocurra resorcién. Esta variacién en la distribucién de células

dseas a lo largo de la pared alveolar refleja el constante estado de flujo del alvéolo.

Generalmente se asume que los cementoblastos delinean la superficie del cemento acelular y
celular, pero la evidencia no es certera. Al examinar la superficie del cemento acelular no revela
que éste sea siempre el caso, a menos que los fibroblastos del LPD asuman una relacién muy

cercana con la superficie del cemento.

1.7. Periodontitis

La periodontitis es una de las enfermedades mdas comunes, es una alteracién inflamatoria que
afecta los tejidos periodontales, tiene una prevalencia del 60% de la poblacion, afecta a mas de
23% de mujeres en edades entre los 23 y los 54 afios, y estd presente en el 56% de las mujeres
gestantes. La enfermedad periodontal es provocada por bacterias del biofilm subgingival, su curso
y progresién son modificados por una serie de factores como la propia respuesta inmune o

enfermedades no relacionadas o condiciones sistémicas.

La periodontitis es una enfermedad con etiologia heterogénea, que abarca el desarrollo
bacteriano subgingival, factores sociales y habitos, retos genéticos y epigenéticos, los cuales son
modulados y controlados por las respuestas inmune e inflamatoria del hospedero(18, 19). Las
bacterias anaerobias gram negativas mas importantes y prevalentes en el drea subgingival son el
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), Porphlyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia
(Pi) y Bacteroides forsythus (Bl) (20). Como resultado de la maduracidn del biofilm, las especies
patogénicas se desarrollan dentro de las bolsas periodontales liberando factores de virulencia que

interactlan con el sistema inmune.

El diagndstico se realiza a partir de la examinacién clinica de los tejidos blandos, la profundidad al
sondeo periodontal y considerando la pérdida désea alrededor de los dientes a través de un
examen radiografico. La enfermedad periodontal generalmente inicia con gingivitis, la cual no
afecta los tejidos de soporte y es reversible, sin embargo, puede progresar y provocar la
destruccién de los tejidos de soporte, favoreciendo la destrucciéon de las fibras de tejido conectivo

y provocando la formacion de bolsas periodontales y pérdida de soporte dseo. La valoracién de la
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progresion de la enfermedad se realiza a través del sondeo periodontal, que permite medir la
profundidad de las bolsas periodontales, las profundidades mayores a 3 mm son consideradas
como alteradas, sangrado al sondeo se considera enfermedad activa, y bolsas mayores a 7 mm se

considera riesgo de pérdida del érgano dentario(21).

El microbioma periodontal es complejo, a pesar de la atencion que se ha brindado a la
composicion del microbioma humano, la caracterizaciéon de los mecanismos subyacentes y las
interacciones que llevan a enfermedades inflamatorias como la periodontitis adn continda poco
definido (22), sin embargo, se ha caracterizado un cambio en la presencia de bacterias gram

positivas hacia gram negativas en el desarrollo de la enfermedad periodontal.

Las bacterias, por ejemplo Porphyromonas gingivalis, es una bacteria que se detecta de manera
poco frecuente en salud, y con mayor frecuencia en enfermedad periodontal, éste
microorganismo presenta diferentes factores de virulencia, incluyendo fimbrias, enzimas
degradativas, cdpsula de exopolisacaridos asi mismo posee proteasas que presentan actividad
proteolitica (gingipains) que se han asociado con la degradacién de proteinas del hospedero y por
lo tanto asociadas con dafio tisular y alteracidon inmune, también se ha reportado que provoca
alteraciones en la carga bacteriana y puede provocar inflamacion ya que interacciona con el
sistema del complemento(23). Los mecanismos de las diferentes comunidades bacterianas y su
asociacion a la salud y enfermedad, asi como la composicidn y los mecanismos que favorecen los

cambios en la microbiota son poco claros.

La identificacidn de las bacterias por el hospedero contribuye a la fisiopatologia de la
periodontitis(24). Los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) de las células inmunes del
hospedero identifican los patrones moleculares de patégenos (PAMPS), como lipopolisacaridos
(LPS). La identificacion especifica de los PAMPs provoca la activacion de la respuesta inmune, la
activacion y reclutamiento celular a través de citocinas y quimiocinas. El reconocimiento permite

la homeostasis entre la microbiota oral y el sistema inmune(25)(Fig. 16).

Las células inmunes tipicas en la periodontitis son neutréfilos, monocitos/macréfagos, células
dendriticas, células T, linfocitos B y células plasmaticas, con altas concentraciones de
inmunoglobulina G (IgG). La interaccidon provoca inflamacidon crénica con la expresién de
mediadores proinflamatorios y citocinas, Interleucina 1 (IL-1), TNF-a, Interferén gamma (IFN-y),

Interleucina 6 (IL-6), etc (26).
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Fig. 16. Patron molecular relacionado con la microbiota (MAMP) de microorganismos en la
biopelicula dental activa las respuestas inflamatorias de los tejidos periodontales. Los
mediadores bioldgicos afectan las células vecinas (flechas azules) mediante la induccion de la
expresion de otros mediadores (Ej. RANKL) o por quimiotaxis desencadenante (flechas verdes). El
dafio directo a los tejidos periodontales también puede resultar tras la estimulacion de MAMP
(flechas rojas), como la secrecion de Metaloproteinasas por fibroblastos gingivales y del
ligamento periodontal. MAMP, Patrones moleculares relacionados con la microbiota; RANKL,
ligando del receptor activador del factor nuclear (NF) kappa B; KC, queratinocitos, Mac,
macréfagos, GF, fibroblasto gingival ; PDL, fibroblastos del ligamento periodontal, OB,
osteoblastos; OC, osteoclastos, EC, célula endotelial; PMN, neutrdfilos polimorfonucleares; Mon,
monocitos; Células T, Linfocitos T, Células B, linfocitos B. (Tomado de referencia 15. Carranza,

2010)

1.7 Hormonas presentes en la gestacion

Es ampliamente aceptado que la enfermedad periodontal se asocia con la gestacion, sin embargo
el mecanismo no se encuentra delimitado. Se ha propuesto que el aumento de estrégeno y
progesterona tiene efecto sobre el periodonto. También se ha reportado que las hormonas

sexuales pueden modular la funcién de células inmunes(27).
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Se ha reportado que el estradiol a 0.04 ng/mL o mayor, asi como la progesterona a 0.1 ng/mL
provoca la inhibicion de la secreciéon de IL-1 y TNF-a inducidas por lipopolisacaridos (LPS) en

monocitos(28).

El estrégeno 178 estradiol posee efectos anabdlicos al mediar el metabolismo del colageno vy al
estimular la angiogénesis. Dicha hormona aumenta la incorporacién de prolina dentro de la
molécula que va a ser sintetizada en fibroblastos cultivados de piel (29), y favorece la supresion
del sistema inmune durante la gestacién ya que disminuye la respuesta y la proliferacion de los
linfocitos T(30). La progesterona, a las concentraciones que se encuentran en la placenta, bloquea
los canales de potasio (K*), contribuye de esta manera a la inmunoregulaciéon materna (31). Esta
inmunidad mediada por células, que esta disminuida durante la gestacién, puede contribuir a la
respuesta alterada de la encia hacia la placa(32). Ya que se ha observado inflamacion gingival
aumentada a pesar de la ausencia de cambios en los niveles de placa, esto se atribuye a la

disminucién de la respuesta inmune al mismo reto bacteriano.

Los efectos de las hormonas sexuales en la microbiologia subgingival durante el embarazo han
sido documentadas previamente(33, 34). Se ha reportado un rango aumentado de bacterias
anaerobias-aerobias subgingivales, asi como la proporcién de Bacteroides melaninogenicus y
Prevotella intermedia (2.2-10.1%). El estradiol y la progesterona son acumulados selectivamente
por la P. intermedia como un sustituto de la vitamina K, por lo que se ha postulado que las
hormonas constituyen un factor de crecimiento de dicho microorganismo(35). Se ha reportado
que la poblacién de especies de Bacteroides presenta un aumento de 55 veces sobre el control en
mujeres embarazadas y 16 veces en las que utilizan AQO’s. Los incrementos concomitantes de P.
intermedia se reportan mds pronunciados en el segundo trimestre de la gestacion vy

correlacionados con un aumento en los signos de gingivitis(36).

Por otro lado, es claro que la interaccién madre-feto y el desarrollo de placenta, inician eventos
que estimulan respuestas supresoras, principalmente a nivel de linfocitos. La supresiéon de los
linfocitos T-colaboradores (del inglés —T helper —Th) y T-citotdxicos (Tc) disminuye la secrecién de
interleucina 2 (IL-2), interferon y y del TNF-B. Ademds, las funciones de algunos leucocitos
polimorfonucleares también se ven alteradas, como la quimiotaxis y la adherencia que se
observan disminuidas en el principio del segundo trimestre y continlan durante la gestacion(37).

Aungque este fendmeno no se ha comprendido completamente, parece que se debe a la activacion
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de neutrdfilos, esta depresidn de las funciones leucocitarias durante la gestacion puede explicar la

susceptibilidad a ciertas infecciones (38, 39).

La condicidn de gestacién implica condiciones de cambios mayores, que permitan la “tolerancia
inmune” del huevo a desarrollarse, como la aparicién de células nuevas como es el caso del
trofoblasto. El trofoblasto es un grupo de células que forman la capa externa del blastocisto, que
provee nutrientes al embrion y se desarrolla como parte importante de la placenta. Se forma
durante la primera etapa de la gestacion y son las primeras células que se diferencian del huevo
fertilizado. Durante la gestacidn, el trofoblasto es inerte y para el tiempo del parto, es rechazado
inmunolégicamente tanto por la madre como por el feto. Ademds la parte externa secreta la
hormona gonadotrofina coriénica humana (HGC o GCH), que permite detectar la gestacion en las

pruebas de orina y sangre(40).

La presencia del trofoblasto tiene una relacidn estrecha con el sistema inmune de la madre que
permite la implantacion y posterior desarrollo del huevo fertilizado. Por ejemplo, el trofoblasto
expresa HLA-G polimdrfico 100, que tiene multiples funciones incluyendo supresidon inmune y la
induccién de la produccion de citocinas que promueven el crecimiento celular. Esta condicién de
“inmunosupresidn” hace que la placenta sea un drgano de cierta manera privilegiado, con pocas
probabilidades de sufrir dafio inmune por linfocitos, anticuerpos citotdxicos y complejos antigeno-
anticuerpos. El trofoblasto es capaz de emitir sefiales y de reclutar la migracién de linfocitos a la
decidua uterina. Estos a su vez, tienen una variedad de funciones que favorecen el crecimiento y
estimulan algunos linfocitos capaces de liberar factores supresores que restringen actividades de
linfocitos T citotoxicos. Ademas, el trofoblasto induce una variedad de anticuerpos en la madre
que son capaces de dirigir la reactividad inmune materna a aloantigenos paternos. Estos
anticuerpos regulan células Natural Killer (NK) citotdxicas a través de la union del receptor Fab de

las inmunoglobulinas.

El sistema inmune juega un papel importante en el embarazo normal o en algin estado
patoldgico. La respuesta inmune debe ser modulada para permitir el establecimiento y
mantenimiento de un embarazo viable, aceptando tejidos alégenicos sin rechazo(38). El perfil
inmunolégico longitudinal a lo largo de un embarazo humano, no se ha definido, complicando los
esfuerzos por caracterizar la modulacién normal del sistema inmune e identificar los parametros

asociados con patologias reproductivas y sus consecuencias(39). Se encuentran niveles elevados
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de citocinas Th2, IL-6 e IL-10 en sueros de mujeres embarazadas, mientras que niveles de citocinas

Th1l, IFN-y, se encuentran elevados en mujeres con pérdidas de embarazos recurrentes.

Los efectos sistémicos de la tolerancia fetal son regulados por hormonas inmunoactivas, ej.
progesterona(41). Las concentraciones adecuadas de progesterona son indispensables para el
mantenimiento del embarazo. El estrés psicoemocional inhibe el sistema reproductor femenino a
través de la inhibicidn de progesterona(42). Localmente en la interfase materno-fetal, existen
numerosos mecanismos que se encuentran interconectados: la expresion de MHCI (Complejo
mayor de histocompatibilidad 1) se encuentra disminuida asi como la expresion de HLA-G
(Antigenos leucocitarios Humanos) y HLA-E pueden bloquear la actividad citolitica de las células

NK(43, 44).

La supresidn de las células NK y su actividad citolitica, asi como el cambio de Thl a Th2, parece
estar bajo el control de una proteina conocida como factor de inhibicidn inducido por
progesterona (PIBF), el cual es secretado por células T, principalmente TCRyd y CD8+, a través del

receptor de progesterona(45).

La placenta sintetiza estrégeno a partir de precursores fetales y maternos y los libera hacia la
circulacion materna. Al término de la gestacion, el estradiol, se encuentra a ~0.1 mM en suero
materno y a ~0.25 mM en sangre intervellosa, valor ~250 veces mayor que lo que presentan

mujeres no gestantes a medio ciclo ovarico(46).

La progesterona es principalmente producida por el cuerpo luteo, después por el trofoblasto. Las
concentraciones de corticoesteroides, corticoesterona, también se encuentran aumentadas
mientras la gestacion progresa. Parecen tener una participacién importante en el trafico y
funciones de las células B y T. También parecen participar en la supresidon de las respuestas

inmunes(47).

Offenbacher menciona que infecciones primarias en sistemas distantes pueden guiar a un
embarazo a un término anormal (48), por lo tanto, al considerarse a la periodontitis como un
proceso en el cual existe infeccién de los tejidos periodontales, ademas de un aumento en la
presencia de prostaglandinas y citocinas proinflamatorias(11), se ha sospechado de una posible
relacion entre ambos factores, sin embargo, no existen evidencias sélidas que soporten esta

presuncién y los resultados reportados hasta ahora no han sido claramente concluyentes.
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1.8 Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMP) son una familia de endopeptidasas neutras dependientes de zincy
calcio, encargadas de degradar las proteinas integrantes de matiz extracelular (EMC)(49). Son
requeridas en procesos relacionados con el desarrollo, la regeneracién y la enfermedad. La
degradacion de proteinas extracelulares es esencial para que cualquier célula individual pueda
interaccionar con su ambiente circundante y para que los organismos multicelulares funcionen y
se desarrollen. Las MMP también degradan moléculas de la superficie celular y proteinas

pericelulares, reguladoras del comportamiento celular en diversas vias(49, 50).

Las metaloproteinasas se han clasificado segun su especificidad en: colagenasas, gelatinasas y
estromelinasas. En el periodonto se reconocen por su importancia: colagenasas (MMP-1, MMP-2,

MMP-13), gelatinasas (MMP-2, MMP-9), estromelinasas (MMP-3, MMP-10)(51-53).

Se ha reportado la activacion y sobreexpresion de MMP por patégenos periodontales como
Actinobacillus gingivalis y Phorphyromonas gingivalis asi como por citocinas inflamatorias. MMP-
13 se ha visto que se expresa en el epitelio del surco y en los fibroblastos gingivales, sin embargo

su papel no esta bien delimitado(54).

La expresion de MMP también es modulada por hormonas como el estrégeno, que disminuye la
expresién de MMP-1 en condrocitos. Asimismo se ha reportado la disminucién de la expresiéon de

MMP-13 en presencia de Estradiol (E2) en condrocitos(55).

MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18, su funcién es la degradacion de colageno tipos I, Il y I,

iniciadores de la destruccidn extracelular de la matriz(56).

MMP-13 expresada en células epiteliales indiferenciadas, asociada con la degradacién de
colageno y migracion epitelial hacia el tejido conectivo en inflamacién crénica, y con el inicio de

resorcion osea.

El coldgeno tipo | es el principal componente de la matriz extracelular en los tejidos periodontales
(encia, ligamento y hueso alveolar), su destruccidn es una de las claves en las lesiones severas. Las
principales MMPs asociadas con la enfermedad periodontal son MMP-8, MMP-13, mientras que la

MMP-1 se ha relacionado con la transformacion del tejido periodontal(57).

MMP-2 y MMP-9 son gelatinasas, MMP-2 es secretada principalmente por fibroblastos gingivales y
MMP-9 es secretada principalmente por polimorfonucleares (PMN’s) y degradan coldgeno tipo IV

presente en tejidos gingivales(53).
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1.9 Modelos animales

El modelo de periodontitis experimental inducida por ligadura, posee la ventaja de poder iniciar la
enfermedad en un tiempo conocido, al que le siguen una serie de eventos los cuales culminan
predeciblemente en la pérdida de hueso. El tiempo en el que se presenta la enfermedad es
variable y depende del modelo a estudiar. Mientras que para perros (Beagle) y monos (Mecca
fescicularis y Mecca mulata) habran de pasar varias semanas, en el caso de ratas y ratones ocurre

al cabo de pocos dias (58-60).

El modelo de ratdon con periodontitis inducida por ligadura, ha sido utilizado muy poco en
comparacién con animales de mayor tamafio, es posible que la razén sea lo complejo que resulta
colocar la ligadura en una cavidad oral tan relativamente pequefa. La técnica consiste en pasar
sutura de seda 0 — 5 por los espacios interdentales del segundo molar superior, realizando un

nudo en su porcién palatina(21).
1.10 Analisis histométrico

Las metodologias utilizadas para cuantificar la progresidn de la periodontitis inducida por ligadura
varian considerablemente. Semenoff (61)et al, en 2008 realizaron un analisis histométrico en ratas
con periodontitis inducida por ligadura. Las muestras histoldgicas fueron tefiidas con la técnica de
Hematoxilina de Harris y Eosina (H-E). Se midié la distancia entre la unién cemento — esmalte
(UCE) y la cresta alveolar, y entre el punto UCE y el ligamento periodontal; en las cuales, las del

grupo con enfermedad periodontal (EP) fueron sumamente mayores a las de su grupo control(61).

Las tinciones tricrdmicas se utilizan para el estudio del tejido conectivo, musculo vy fibras
coldgenas. Estas Ultimas principalmente para diferenciar las fibras coldgenas del tejido

muscular(62).

La tincién de Masson se utiliza para diferenciar entre el colageno y el musculo o para demostrar un
cambio en la cantidad de colageno presente. Generalmente utiliza un mordente como el Bouiny
se caracteriza por la tincidon de los nucleos por accién de la Hematoxilina férrica de Weigert. Los
tejidos citopldsmicos y conectivo se tifien en un solo paso con una solucion de acido
fosfotungstico/acido fosfomolibdico seguida de tincidon con cromotropo R2 (se tifien las fibras
citoplasmicas y musculares) y Fast Green FCF o azul anilina (se tifien las fibras de colageno). Su
lavado en acido acético después de la tincion hace que los tonos sean mds delicados vy

transparentes(24, 25).
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En 2011 Sunita et al, demuestran con la tincidn tricrémica de Masson que los tejidos en relacion al
periodonto de molares humanos ricos en coldgeno, presentan una coloracidon azul intensa.
Mencionan también que el ligamento periodontal se une a los tejidos mineralizados por medio de
las fibras de Sharpey, y a medida que se acercan al cemento adyacente o al hueso, forman una

capa organica rica en colageno, por lo que se percibe con un tono azul intenso(63).
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2. Justificacion

La tolerancia inmune durante la gestacién parece influir en infecciones primarias como Ia
periodontitis. En este contexto se ha sugerido una interacciéon bidireccional embarazo-
periodontitis, sin embargo no existen evidencias sélidas que soporten esta presuncién. Esto
debido a que clinicamente no es posible controlar todas las variables y establecer una correlacion

entre las variaciones hormonales, inmunitarias e histoldgicas durante la gestacién.

La etiologia multifactorial de la enfermedad periodontal y las diversas variables que participan en
las modificaciones que suceden durante la gestacion en los humanos resulta compleja, por lo que
se han utilizado modelos animales para comprender la patogenia de la enfermedad periodontal y

evaluar su evolucién de la enfermedad-gestacion(64).

El modelo de periodontitis experimental inducida por ligadura, posee la ventaja de poder iniciar la
enfermedad en un tiempo conocido, al que le siguen una serie de eventos que culminan
predeciblemente en la pérdida de hueso. El tiempo en el que se presenta la enfermedad es
variable y depende del modelo a estudiar. Mientras que para perros (Beagle) y monos (Mecca
fescicularis y Mecca mulata) habran de pasar varias semanas, en el caso de ratas y ratones ocurre

al cabo de pocos dias(58-60).

El modelo de ratdon con periodontitis inducida por ligadura, ha sido utilizado muy poco en
comparacién con animales de mayor tamanfo, es posible que la razén sea lo complejo que resulta
colocar la ligadura en una cavidad oral pequefia. La técnica consiste en pasar sutura de seda 0 —5
por los espacios interdentales del segundo molar superior, realizando un nudo en su porcidn

palatina(21).

Las ratas y ratones han sido ampliamente utilizadas debido a la similitud en la arquitectura
periodontal, su bajo costo, la facilidad de manejo, y la posibilidad de disponer de diferentes
estados inmunoldgicos y microbioldgicos(65). En modelos animales es de suma importancia
establecer el momento en que se establece la patologia e identificar los factores externos que
podrian influir en el progreso de la enfermedad. Un ejemplo es la dieta que se ha sospechado
afecta el desarrollo de la enfermedad periodontal en ratas de laboratorio(66), también hay

evidencia de que la consistencia de la dieta puede tener efectos similares(67).

Por lo tanto, en este estudio buscamos identificar la relacidn de la periodontitis experimental con

las modificaciones hormonales e inmunes, provocadas por el desarrollo de la gestacidon en un
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modelo murino. Con este trabajo contribuiremos a identificar la evolucién de la enfermedad
periodontal bajo diferentes condiciones hormonales e inmunes, provocadas por el desarrollo de la

gestacién en un modelo murino.
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3. Hipoétesis

La severidad de la periodontitis experimental es dependiente del perfil hormonal e inmunolégico

presentes durante la gestacidon en un modelo murino.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo General:

Determinar el perfil de citocinas sistémicas y su impacto en el desarrollo de periodontitis

experimental en ratones hembras gestantes BALB/c.

4.2 Objetivos Particulares:

1. Identificar los signos clinicos de inflamacidn provocado por periodontitis experimental por
Nylon 6-0 entre los grupos de ratones hembras BALB/c gestantes con respecto al grupo de
ratones no gestantes.

2. Observar histolégicamente por tinciones H&E y tricrémica de Masson las diferencias de las
caracteristicas histopatoldgicas de la periodontitis experimental por ligadura de Nylon 6-0

3. Identificar por ELISA la expresidn de citocinas: IFN—y, TNF-qa, IL-6, e IL-10.

4. |dentificar por inmunofluorescencia la presencia de metaloproteinasas MMP-2, MMP-13.
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5. Materiales y Métodos:

5.1 Consideraciones éticas. El trabajo con animales de experimentacién se llevd 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-Z00-1999. El manejo de Residuos Peligrosos
Biolégicos—Infecciosos se realizd en apego a la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-2002. El
proyecto fue aprobado por la comisién de ética de FES-Iztacala No. CE/FESI/082014/1031, y por la

Comisidn de Bioseguridad de |la FES-Iztacala en septiembre del 2014.

5.2 Animales. Se utilizaron ratones hembras de 8 semanas de edad de la cepa BALB/c WT
obtenidos del Bioterio FES-I, los cuales fueron mantenidos en grupos de 5 animales por jaula,

provistos de agua y alimento balanceado ad libitum.

Ratones -?— BALB/c

WT
8 semanas
Sin Periodontitis Periodontitis
Inducida inducida
-Lig +Lig

l

No Gestantes No Gestantes Gestantes Gestantes No Gestantes
CTL ANEST Gest -Lig Gest +Lig No Gest + Lig

Fig. 17. Diagrama de Flujo de grupos experimentales. Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 8
semanas. Se separaron en dos grupos: 1) Sin Periodontitis Experimental (-Lig): a) Control (CTL), b)
Anestesia (ANEST), c) Gestantes (Gest -Lig), 2) Con Periodontitis Experimental (+Lig), No Gestantes
(Gest +Lig) y Gestantes (Gest +L).
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5.3 Induccion de periodontitis. Se valoré periodontalmente bajo anestesia general (Anestesia,
Xylacina: pre-anestésico, dosis ponderal 10 mg/kg, dilucién 10%, 20 mg/iml, 0.2mg/20g, |.M.
Ketamina: anestésico, dosis ponderal 100 mg/kg, dilucion 10%, 2 mg / 1 ml, 0.1mg/ 20 g I.M.(41).
Para asegurar asi que no presentaran signos de inflamacion periodontal clinica. Posteriormente, se

separaron en grupos, de 5 especimenes cada uno.

Dos grupos principales: 1) Sin periodontitis experimental (sin ligadura -Lig) y 2) con periodontitis
experimental (con ligadura +Lig). El primer grupo sin ligadura se separd en tres bloques de 5
ratones cada uno: a) no gestante (CTL), b) Control anestesia (Anest), para determinar si los
anestésicos tenian algun efecto en el desarrollo de la periodontitis, c) Gestante (Gest-Lig), para el
segundo grupo, para inducir la periodontitis experimental, se colocd una sutura Nylon 6-0
(Ethicon) como variante a la técnica tradicional con seda 5-0 (60), como ligadura alrededor del
segundo molar superior derecho, se separaron en 2 bloques de 5 ratones cada uno: a) hembras no
gestantes con periodontitis inducida (No Gest +Lig) y b) Gestantes con periodontitis inducida (Gest

+Lig) (Fig. 17).

Para la induccidon de la periodontitis se colocaron ligaduras de sutura Nylon 6-0 (Ethicon)
alrededor del segundo molar superior derecho (60, 67-69) bajo anestesia con xylacina y ketamina
con ayuda de una mesa de trabajo y separadores disefiados para facilitar la visibilidad asi como
con el uso de magnificacién (lupas, Heine, 2.3X), se esperd durante 2 semanas para que se

estableciera la periodontitis, las ligaduras se verificaron cada semana (Fig. 18, 19, 20).

Fig. 18. Induccion de periodontitis experimental. a. Fotografia de los separadores de tejido, b. mesa
de trabajo y posicidn de trabajo en la que se fijaba la orientacion del cuerpo del raton hembra para
facilitar la visibilidad y manipulacién, c. fotografia de la vista al estar los separadores colocados para
proveer visibilidad directa.
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Fig. 19. Induccidon de periodontitis experimental. a. Material, pinzas, tijeras, sutura, mesa de trabajo,
campos de trabajo, gotas lubricantes para ojos b. Fotografia que muestra la posicidn de trabajo: la
cabeza del ratdn colocada hacia el operador a las 12:00 h, sosteniendo extremidades con cinta de
micropore (3M), la apertura oral se mantuvo con ligas de ortodoncia (ormco).

Fueron seleccionadas hembras con periodontitis establecida por dos semanas, fueron apareadas
con los machos con la finalidad de que quedaran prefiadas, se consideré la gestacién a partir del
tapon positivo (+) a 3 dias. Otro grupo sin periodontitis también fue apareado, para formar los

grupos gestantes (Gest +Lig y Gest -Lig).

Fig. 20. Fotografias de ligaduras Nylon 6-0 colocadas en el segundo molar superior. Con el
ratdn anestesiado con ketamina y xylacina, se colocd en una mesa de trabajo y separadores
especialmente disefiados para permitir la visibilidad, con ayuda de magpnificacién. La sutura se
colocd de palatino a vestibular por distal y de vestibular a palatino por mesial, se anudé en
palatino.
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El tiempo de gestacién en ratones que es de 19-21 dias, entre 18.5 y 19.5 dias en las hembras
primiparas, y entre 19 y 21 en las multiparas(70). Considerando las dos semanas de espera para el
establecimiento de la periodontitis asi como el tiempo de gestacién y la lactancia, es decir, un total
de 10 semanas, para todos los grupos, se tomaron muestras sanguineas cada semana a todos los

grupos experimentales (Fig. 21).

1 3 10 12  Semanas
VW °
\ 4 ) 4 l 1’
Colocacion de Cruza Nacimiento Sacrificio (10 Decalcificacion
Ligadura (Gestantes) y lactancia semanas) (EDTA)

Tincién H&E,
Tricréomico de
Masson
Inmunofluorescencia
MMP-2, MMP-13

5 Re8 O
Concentracion 8ea

de IL-6, IL-10, oooocooc
IFN-y, TNF-o %::;:::
(ELISA) coes

Revision semanal ligadura (10 semanas)

Toma de muestra sanguinea ( 10 semanas)

Fig. 21. Metodologia. Linea del tiempo y metodologia, todos los ratones hembra BALB/c de 8
semanas, fueron separados en grupos de 5 especimenes. A los grupos con ligadura se les
colocé la sutura en la semana 1, se esperd 2 semanas para que se establecer la periodontitis,
en la semana 3 se inicid la cruza de los grupos gestantes. Después de la gestacidn y la
lactancia, o la décima semana para los grupos no gestantes, se realizd el sacrificio, se
obtuvieron las maxilas, se realizd la fijacidn y decalcificacién para después preparar los tejidos
para realizar cortes de 5 micras, para tinciones H&E, Tricromica de Masson e
inmunofluorescencia. Cada semana se revisod la ligadura, y obtuvieron muestras sanguineas
por dilatacidn de vena caudal.

5.4 Obtencidn de Suero. A todos los grupos se les extrajo sangre in vivo por dilatacién de la vena
caudal una vez a la semana. La sangre se recuperd en microtubos de 1.5 ml, que fueron
centrifugados a 2500 rpm, se recuperd el suero, se repitio el centrifugado, se recuperd
nuevamente suero y se mantuvo en refrigeracion a -70°C para su posterior utilizacion, las
muestras se utilizaron para determinar las concentraciones de IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10, por la

técnica de ELISA (Peprotech-México) (Fig. 22).
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Fig. 22. Obtencion de Suero: a. Se obtuvo sangre venosa a través de la dilatacion de vena caudal
por goteo en un microtubo de 1.5 ml, b. Centrifugado a 2500 rpm de sangre total para separacion
de suero, al recuperar el sobrenadante de ratones BALB/c, c. Sueros que se utilizaron para medir
citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y por ELISA.

5.5 Método ELISA. Se determind la concentracidn de citocinas por medio de ELISA-sandwich en los
sueros obtenidos de los ratones BALB/c (ELISA Development Kit para TNF-o. (900-K54), IL-10 (900-
K53), IL-6 (900-K50), IFN-y (900-K98), PEPROTECH) Las placas de 96 pozos (nunc) se sensibilizaron
con 50 pl del anticuerpo de captura a una concentracidon de 2 pg/ml de solucién de Na2HPO4 (JT
Baker) de pegado en cada pozo, se incubaron toda la noche a 40 C, después de la incubacion se
lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.05%, posteriormente se bloqued con PBS-BSA 1% en cada pozo
con 100 ul y se incubd por 2 horas a temperatura ambiente, terminado ese tiempo se lavaron 5
veces las placas con PBS-Tween 0.05%, posterior a ello se colocaron las citocinas con
recombinante murino para realizar las curvas por duplicado en las dos primeras filas de pozos en
la placa de ELISA, con una concentracion inicial de 2000 pg/ml, se hicieron diluciones seriadas 1:2 y

se dejo el ultimo pozo como blanco (22 pozos y 2 blancos).

En el mismo proceso en el resto de los pozos, se colocaron las muestras de sueros, en cada poso se
colocaron un minimo de 25 pl de muestra para cubrir el fondo de dicho pozo, se incubaron toda la
noche a 42 C, después de la incubacion se lavaron veces con PBS-Tween 0.05% y se procedié a
diluir el segundo anticuerpo, anticuerpo-biotinilado con PBS-BSA 1% a una concentracién de
1pg/ml y se adicionaron 100 pl en cada pozo y se incubd 1 hora a 372C, transcurrida la incubacién
se lavaron veces con PBS-Tween 0.05% y a cada pozo se le agregaron 100 pl de cromodforo
estreptavidina/peroxidasa (INC Biomedicals) diluida 1:1500 en PBS-BSA 1%, se incubd a
temperatura ambiente 30 minutos, después se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.05% y se reveld
con el sustrato peréxido de hidrogeno ABTS (INC Biomedicals) con 100 pl en cada pozo durante 30

min. Se leyeron las placas en un lector para ELISA (Mertertech S960) a una absorbancia de 405 nm,
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todas las muestras se analizaron por duplicado. El desarrollo de color fue proporcional a la

concentracion de citocinas (Fig.23).
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Fig. 23. ELISA: a Fotografia representativa de placa de ELISA, que muestra la reaccidn
colorimétrica para determinar la concentracién de citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y , donde
se observa en las primeras dos filas la curva de concentracién por duplicado, gradientes 1:2 al
blanco.

5.6 Sacrificio y obtencion de maxilares.

Para poder unificar el tiempo entre los grupos con periodontitis, gestantes y no gestantes. Los
grupos con periodontitis, con o sin gestacion, asi como el grupo sin periodontitis gestante, fueron
sacrificados después de 10 semanas, considerando el tiempo a partir de la colocacion de la
ligadura. Los ratones control fueron sacrificados en los mismos tiempos que los grupos
experimentales. El grupo de anestesia fue sacrificado una semana despues de haber recibido
anestesia. Al termino de estos periodos se realizaron los sacrificios y se obtuvo una ultima

muestra sanguinea a través de puncién cardiaca.

5.7 Analisis histopatoldgico. Las maxilas fueron recuperadas y fijadas en solucion de formol
fresco al 4% (Sigma-Aldrich), descalcificadas en una solucién de EDTA al 4% (Sigma —Aldrich),
durante 18 dias, posteriormente desecadas y embebidas en parafina, para realizar cortes de 5
micras. Se realizaron cortes secuenciales en la zona del segundo molar, aproximadamente 20
cortes. Se seleccionaron la laminilla 1 y 10 de cada uno de los especimenes de cada grupo y
fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (Sigma-Adlrich), las siguientes fueron tefnidas con la

técnica tricrémica de Masson (Sigma-Adlrich).
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Las laminillas fueron observadas en un microscopio dptico marca Carl Zeiss Axio Vert.Al, para
hacer un andlisis descriptivo de las caracteristicas tisulares: epitelio del surco, células, vasos
sanguineos, fibras gingivales, fibras periodontales (principalmente crestales), presencia o ausencia
de infiltrado inflamatorio, altura e integridad de la cresta alveolar, considerando como referencia

la union cemento—esmalte.

Para determinar la pérdida del nivel de insercion, en las laminillas teiiidas con hematoxilina y
eosina. Las laminillas fueron observadas en un microscopio. El andlisis histométrico fue realizado
con el programa ZEN 2 Blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011), considerando como
referencia anatémica la unién cemento—esmalte y el punto mas cercano de la cresta alveolar, se
trazé una linea y se obtuvo la distancia entre ambos puntos, por vestibular y palatino, como fue
referido por Semenoff (61).

Los cortes secuenciales siguientes de cada grupo fueron procesados para inmunofluorescencia

para identificacién de MMP-2 y MMP-13.
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Fig. 24. Andlisis histométrico de un corte histoldgico (10x) representativo de periodontitis
experimental. En los cortes histoldgicos tefiidos con H&E, se trazé una linea entre la UCE y Ia
cresta alveolar, para obtener la distancia entre ambos puntos. En los diferentes grupos: a.
Control (CTL), b. Anestesia (ANEST), c. Sin Ligadura Gestante (Gest -Lig), d. Con ligadura No

Gestante (No Gest +Lig), e. Con ligadura Gestante (Gest +Lig)

37



5.8 Analisis estadistico: Las comparaciones de los niveles de citocinas, la pérdida de insercion y la
fluorescencia de MMP-2 y MMP-13 entre los diferentes grupos considerados en este trabajo se
llevaron a cabo mediante la prueba de ANOVA no paramétrico, ademas del post-test de Dunn, con
el software Graphpad Prisma) utilizando un coeficiente de confiabilidad del 95%. Se consideran

significativas las comparaciones con valores de P<0.05.
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6. Resultados y discusion.
6.1 Signos clinicos entre los grupos experimentales.

Debido al tamafio de los tejidos, no fue posible evaluar los cambios clinicos de manera
cuantitativa, sin embargo se pudo observar en los grupos con ligadura (Fig 25) cambios de

coloracion, edema, profundizacion del surco y sangrado, la foto de la derecha es normal.

Fig. 25. Caracteristicas clinicas de tejidos periodontales, representativo de periodontitis
experimental. Se colocd una sutura nylon 6-0 alrededor del segundo molar superior derecho en
ratones hembra BALB/c, durante 10 semanas, después fueron sacrificados y se obtuvo el maxilar, al
retirar la sutura, fotografia de la izquierda, se observan los cambios clinicos de inflamacion.

6.2 Determinacion de la progresion de la periodontitis, histologia con tincion eosina &

hematoxilina.
El analisis descriptivo de las caracteristicas tisulares fue:

Control (CTL), en este corte con aumento de 10X se observd el epitelio del surco, las fibras
gingivales, las fibras periodontales, principalmente crestales, integras. El epitelio de unién se
observd sin alteraciones, la cresta alveolar bien definida (Fig. 24a 10X). Se seleccioné la zona bajo
el recuadro para verificar la integridad de los tejidos se observé a 40X y a 100X. Con el aumento de
40X se observaron las fibras de colageno alineadas con nucleos, continuando de la papila hacia el
ligamento periodontal. Con el aumento de 100X se observaron las zonas de insercion de las fibras
de coldgeno al cemento radicular, fibras de Sharpey, y los ndcleos celulares bien definidos, sin

cambios estructurales en la anatomia de la zona (Fig. 26 a 40X y 100X).
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Control Anestesia (ANEST), en este corte, las caracteristicas de los tejidos periodontales se
observaron similares al control en los tres aumentos 10X, 40 X y 100 X (Fig. 26b), lo cual implica

gue la anestesia no generd ninguna alteracion en las caracteristicas histologicas del periodonto.

Sin Ligadura Gestante (Gest -Lig), en este corte con el aumento de 10X se observaron
alteraciones leves en las caracteristicas del epitelio del surco, sin cambios en la integridad en el
grosor biolégico y sin modificaciones en las caracteristicas de la cresta ésea o en el grosor
bioldgico, con el aumento de 40 X se observd integridad de la cresta ésea y distribucion normal de
las fibras de colageno. Con 100X se observan caracteristicas normales de fibras, nucleos alargados

y menos definidos (Fig. 26¢ 10X, 40 y 100X).

Con Ligadura no Gestante (No Gest +Lig), con el aumento de 10X se observd la ligadura en la
periferia de la corona anatdmica y la pérdida de continuidad del margen gingival, no se observo el
epitelio de unién y se encontraron alteraciones en el grosor bioldgico. Se identificé la pérdida de
las crestas Oseas, asi como alteracién en las caracteristicas estructurales en el ligamento
periodontal. Se observaron bolsas periodontales (Fig. 26d. 10X). Con el aumento de 40X se
observé una distribucion irregular de las fibras de colageno, pérdida de la cresta 6sea, invasién del
tejido epitelial. Con el aumento 100X no se observan nucleos en todo el campo (Fig. 24d 40X y

100X)

Con Ligadura Gestante (Gest +Lig), a 10X, aunque no se observé la ligadura, se identificaron
zonas de destruccidn tisular, se observaron alteraciones estructurales causadas por la pérdida de
integridad, pérdida del grosor biolégico y la adherencia epitelial, migracion apical y formacién de
bolsas periodontales (Fig. 26e 10X). A 40 X se observaron fibras con distribucién irregular, la cresta
Osea irregular en una posicién apical. En el aumento 100X se observé la migracion de tejido
epitelial en contacto con el cemento radicular y las fibras paralelas a la raiz asi como la ausencia de

nucleos. (Fig. 24 e 40X y 100X)

Para determinar el nivel de insercion (figs. 26a — 26e 10X recuadro), se trazd una linea
considerando como referencia la unién cemento—esmalte a la cresta alveolar, para obtener la
distancia en las zonas palatina y vestibular, en todos los cortes analizados, 2 por espécimen, el

primero y el décimo, de cada muestra y 5 muestras por grupo.

Se determinaron las distancias y fueron analizados en el software Graphpad Prisma 6 por ANOVA

no paramétrica y post-test de Dunn.
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No hubo diferencias significativas entre los grupos control, anestesia y gestacion sin ligadura, en
ambas mediciones palatina y vestibular, lo cual concuerda con las caracteristicas histoldgicas, que
no muestran alteraciones en las estructuras periodontales, posicion de la adherencia epitelial y el

grosor bioldgico (Fig. 27).

Sin embargo, en palatino para el grupo no gestante con ligadura obtuvieron diferencias
significativas: con respecto al grupo control, con una diferencia en distancia de la cresta alveolar a
la UCE ente ambos grupos de 23.23 nm para una diferencia significativa de P=0.01**, con el
grupo Anestesia un diferencial de 22.35 nm para una diferencia significativa con P=0.05* y con el
grupo Gestante con ligadura una diferencia de 25.20 nm para una diferencia significativa con una

P=0.01** como se observa en las graficas (Fig. 27).

En vestibular, el mismo grupo No gestante con ligadura tuvo diferencia significativa con una
P=0.0001**** en comparacién con el grupo control, mientras que con el grupo de Anestesia tuvo
una diferencia significativa de P=0.01**, y con respecto al grupo Gestante con Ligadura una

diferencia significativa de P=0.05* (Fig. 27).

Histoldgicamente se aprecié un aumento en la distancia de la UCE y la cresta alveolar en presencia
de la ligadura, lo cual representa la pérdida de insercién, independientemente de la gestacién o
no. Al comparar los grupos con ligadura, se observd una menor pérdida de insercién durante la
gestacion. Esto puede deberse a que la periodontitis expresa un perfil infamatorio (Th1l) mientras

que la gestacion expresa un perfil anti-inflamatorio (Th2).
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Figura 27. Comparacion del nivel de insercién, palatino y vestibular. Se obtuvieron los
maxilares de ratones con y sin la colocacién de ligadura nylon 6-0 alrededor del segundo molar
la medicion del nivel de insercion, se muestran los datos obtenidos de la medicidn de la
distancia al trazar una linea de la UCE a la cresta dsea. a. Control, b. Anestesia (Ct Anest), c.
Gestante sin ligadura (Gest -Lig), d. No Gestante con ligadura (Gest +Lig), e) Gestante con
ligadura (Gest + Lig).

6.3 Determinacion de fibras de colageno, histologia con tincion tricrémica de Masson.
El analisis descriptivo de las caracteristicas tisulares fue:

En laminillas de las series, 2 y 11, los cortes fueron tefiidos con la técnica de Masson, (Figs.28 a—e
superior), observados y fotografiados a aumento de 10X. Se identificaron las zonas
representativas, sefialadas en el recuadro. Posteriormente se observaron a un aumento de 40X y
100X (figs. 28a — e inferior), en las que se observaron las caracteristicas del colageno denso (azul),

laxo (verde) y nucleos en negro, queratina y epitelio (rojo).

En la figura 28a a 10X, puede apreciarse que el grupo control (CTL) se mantuvo sin alteraciones la
disposicion del epitelio, se observa el tejido epitelial en el surco y la encia marginal, respetando los
limites anatdomicos, a 40X se observo las fibras de colageno denso en el tejido conectivo en la
insercidn del grosor bioldgico, con una disposicién perpendicular al eje longitudinal del diente las
cuales se contintan hacia el ligamento periodontal, a 100X se observan los nucleos celulares bien

distribuido (en color negro) (Fig. 28 inf).
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En el grupo con anestesia (ANES) se observé una distribucién del tejido similar al grupo CTL. A 10X
se observa la distribucidn del tejido conectivo y epitelial respetando los limites anatémicos. A 40 X
se observan las fibras de colageno denso (azul) bien definidas, a 100X se observa la presencia de

nucleos abundantes (negro) e integridad del grosor bioldgico (Fig. 28b)

En el grupo Gestante sin ligadura (Gest —Lig) a 10X se observd una distribucion irregular del surco,
con una aparente profundizacién del mismo, a 40X se observd menor cantidad de fibras de
colageno denso (azul), y mayor proporcion de fibras de colageno laxo (verde) con una distribucion
irregular, a 100X se observé una distribuciéon de fibras y nudcleos irregular, al comparar las
caracteristicas de las figuras con periodontitis experimental sin alteraciones en la constitucion y

anatomia de los tejidos (Fig. 28c inf).

En el grupo No Gestante Con Ligadura (No Gest —Lig), a 10 X se observod pérdida de la integridad
del tejido, pérdida de insercidn, migracién apical del epitelio, asi como de las caracteristicas
estructurales normales, a 40X se observd disminucion en la proporcién de coldgeno denso (azul)
con respecto a la cantidad de colageno laxo (verde), asi como una distribucidn irregular de las
fibras del ligamento, a 100X no se observaron nucleos (negro), y se observo tejido epitelial en la

periferia del tejido conectivo (fig. 28d ).

En el grupo Con Ligadura Gestante (C/L G) a 10 X se observd la presencia de bolsa periodontales
profundas, sin unidn entre periodonto y raiz, por otro lado se observé la migracién apical del
epitelio (rojo), a 40X no se observaron fibras de colageno con distribucion normal, se observé
fragmentado y separado del tejido radicular, a 100X no se observaron nucleos, se observo tejido
epitelial rodeando al tejido conectivo. (Fig. 29e). Las caracteristicas estructurales son las mas

alteradas de todos los grupos.
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6.4 Determinacion de metaloproteinasas MMP-2 y MMP-13, por inmunofluorescencia

Una vez que se identificd la diferencia en la calidad de colageno en los cortes con ligadura, se
escogieron 2 enzimas degradantes de matriz celular: MMP-2 y MMP-13. Se realizaron con los
cortes secuenciales siguientes (3 Y 7) las inmunofluorescencia para MMP-2 (K-20: sc-8835 Santa
Cruz Biotechnology) y MMP-13 Antibody (NBP1-45723 Novus Biologicals), en ambas se utilizé la
tincién de HOTCH, para identificar nucleos y se analizaron con el microscopio Confocal (Leica, SP2),
se marcaron 20 areas para determinar la fluorescencia expresada en las diferentes muestras, para

realiza un analisis estadistico.

Estudios previos Hernandez 2006 (54), Sapna 2014(53) refieren, que MMP-2 se encuentra
expresada a niveles bajos en tejidos sanos, y se expresa mayomente durante la embriogénesis e
inclusive durante la odontogénesis, ademas participa en la reparacion de heridas. Lo que
nosotros observamos es que no existe diferencia en la expresién de MMP-2 entre los grupos CTLy

Anest (Figs 29a-b, Fig 30).

Se obtuvieron diferencias significativas en la expresion de MMP-2 en el grupo Gestante sin
ligadura (Gest —Lig), al compararlo con los grupos Control con una P=0.001***y Anestesia con una

P=0.01**, se observa la mayor expresion de MMP2 (fig 29cy 30).

La expresidon de MMP-2 disminuyd en el grupo Gestante Con Ligadura (Gest +Lig) y presentd
diferencias significativa con una P =0.0001**** al comparlo con los grupos No Gestante Con
Ligadura (Gest +Lig) y Gestante sin Ligadura (Gest —Lig), también presento diferencia significativa
de P=0.001*** al compararlo contra el grupo Control, todos tuvieron una mayor expresion de

MMP-2, (Fig 29 d, Fig 30).

El aumento en la expresion de MMP-2, se esperaba en la presencia de la ligadura, sin embargo la
disminucién de su expresion con el doble estimulo ligadura — gestacion podria explicarse por la
presencia de hormonas sexuales, las cuales se encuentran aumentadas durante la gestacién. Sin

embargo, no tenemos los datos de las variaciones hormonales.
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Fig. 30. Expresion de MMP-2. Cuantificacion de la expresién de MMP-2 por medio de la
fluroescencia relativa, comparacién entre grupos. Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante Sin
Ligadura (Gest —Lig), No Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest +Lig). Se
observa la expresion de MMP-2. La diferencia entre los grupos *P=0.05, **P=0.01, *** P=0.001,
****p=0.0001

La expresion de MMP-13 en otros estudios ha sido reportada como aumentada en enfermedad
periodontal activa, Sapna, 2014(53). En el caso de MMP-13, observamos diferencias entre los

grupos Control (CTL) y Anestesia (ANEST) con una P=0.05 (Fig. 31 a-b, Fig 32).

Observamos una aumento en la expresion de MMP-13 con una diferencia significativa de
P=0.001**** en el grupo No Gestante sin ligadura (No Gest -Lig), comparada con los grupos
Control, Gestante con Ligadura (Gest +LIg) y Gestante sin Ligadura (Gest —Lig), al igual que

Hernandez(54), nosotros observamos éste incremeto en el grupo con ligadura (Fig. 31 c, Flg 32).

Por otro lado lal disminucién de la expresion de MMP-13 durante la gestacion, puede relacionarse
a lo reportado por Liang, 2016 (55), quien reporta disminucién de la expresién de MMP-13 en
presencia de estrogéno E2 e IL-1B. Sin embargo, se requiere de la determinacion la expresion de
los genes de MMP-2 y MMP-13 a través de qRT-PCR con niveles normalizados de GADPH asi como

los niveles hormonales.
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Fig. 32. Expresion de MMP-13). Cuantificacidon de la expresion de MMP-13 por medio de la
fluroescencia relativa, comparacidn entre grupos. Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante
Sin Ligadura (Gest —Lig), No Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest
+Lig). Se observa la expresion de MMP-2. La diferencia entre los grupos *P=0.05, **P=0.01, ***
P=0.001, ****P=0.0001

6.5 Niveles de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias en suero, por el metodo de ELISA.

Los niveles de las citocinas IL-6, TNF-a, INF-y e IL-10 fue determinado en los sueros de los grupos
experimentales. Para los grupos gestantes se recolectaron y analizaron los sueros en 2 momentos

durante la gestacion y después de la gestacion (Fig. 33 - 36).

La IL-6 se observo sin diferencias entre los grupos control y anestesia, sin embargo se encontrd
aumentada mas del doble en el grupo No Gestante con ligadura (No Gest +Lig) con una diferencia
de P=0.05* en comparacién al grupo control (CTL), con respecto al grupo Gestante con Ligadura
durante presenta una diferencia significativa con una P=0.05%, y con respecto al grupo Gestante
ligadura después presenta una diferencia significativa con una P=0.001***. Por el contrario se
observd disminuida en el grupo con Ligadura gestante (C/L G). El aumento de la IL-6 en el grupo
con ligadura estd claramente asociado a la inflamacién generada por la misma. Sin embargo la
presencia de la ligadura en el grupo gestante no impacté en el aumento de ésta citocing,
posiblemente por la carga hormonal durante la gestacién asociada a un perfil anti-inflamatorio

(Fig. 33).
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Fig. 33. Concentracion de IL-6 en suero. Cuantificacién de la concentracién de IL-6 y comparacion
entre los cinco grupos. Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante Sin Ligadura (Gest —Lig), No
Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest +Lig). Los grupos Gestantes en dos
momentos: Durante la gestacion y Después de la gestacién. La diferencia entre los grupos *P=0.05,
*** p=0.001.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de la IL-10, de ninguno de los
grupos, aunque se observé una tendencia al aumento de la concentracidn en el grupo sin Ligadura
Gestante durante y al final de la gestacion. Sin embargo, con la ligadura, la expresion de 1l-10 se
mantuvo cercana a los niveles basales. Los niveles similares a los CTL en presencia de la Ligadura
podrian explicarse por el desarrollo de la periodontitis experimental que favorece la inflamacidn

(Fig.34).
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Fig. 34. Concentracion de IL-10 en suero. Comparacion de la concentracién de IL-10 en el suero de
los diferentes grupos Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante Sin Ligadura (Gest —Lig), No
Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest +Lig). Los grupos Gestantes en dos
momentos: Durante la gestacion y Después de la gestacion.
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En cuanto a TNF-a, no se obtuvo una diferencia significativa, sin embargo, observamos cierta
tendencia al aumento de su expresion al final de la gestacidn sin ligadura, la expresién de TNF-
o, en el grupo con ligadura, es ligeramente mayor al control y se mantiene con la gestaciéon (Fig.

35).
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Fig. 35. Concentracidn de TNF-a en suero. Comparacion de la concentracion de TNF-o. en el suero de
los diferentes grupos Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante Sin Ligadura (Gest —Lig), No
Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest +Lig). Los grupos Gestantes en dos
momentos: Durante la gestacion y Después de la gestacion.

En relacién a IFN-y no se observaron diferencias entre los grupos control y anestesia, aunque se
observo una tendencia al aumento en la expresion de IFN-y, solamente se obtuvieron diferencias
significativas con relacién al grupo Gestante Con Ligadura durante (Gest +Lig durante) en
comparacion con los grupos Control y Anestesia con una P=0.05. La tendencia elevada en el grupo
de Con Ligadura Gestante se mantiene después de la gestacién, por lo tanto mantiene la
inflamacidn, mientras que en el grupo Sin Ligadura Gestante la concentracidon aumenta durante la

gestacion, pero disminuyd considerablemente al final de la gestacion (Fig. 36).
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Fig. 36. Concentracion de INF-y en suero. Comparaciéon de la concentracidn de INF-y en el suero de
los diferentes grupos Control (CTL), Anestesia (ANEST), Gestante Sin Ligadura (Gest —Lig), No
Gestante Con ligadura (No Gest +Lig), Gestante Con ligadura (Gest +Lig). Los grupos Gestantes en dos
momentos: Durante la gestacion y Después de la gestacion. La diferencia entre los grupos *P=0.05.
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7. CONCLUSION:

En el presente trabajo logramos establecer la periodontitis experimental de manera efectiva con
una modificacion de la técnica reportada por Abe, 2013 (60), colocando una sutura de nylon 6-0
en lugar de la sutura de seda 5-0 tradicionalmente utilizada, con la utilizaciéon del Nylon logramos

los mismos resultados de manera constante.

La colocacién de la ligadura nos permitié establecer paramentos de destruccién muy similares a
los reportados por Semenoff, 2008 (61). La presencia de la ligadura tuvo una influencia importante
sobre el desarrollo y severidad de la periodontitis experimental. El andlisis histoldgico de los
diferentes grupos mostré que no hubo diferencia entre los grupos control, Anestesia y Gestantes

sin ligadura.

En nuestras observaciones y resultados la presencia de la ligadura mostré diferencias significativas
y destruccién mayor que en los grupos Control y Anestesia independientemente de la gestacion.

Sin embargo, estos cambios se observaron menores en el grupo Gestacién con Ligadura.

Esto podria estar asociado a lo reportado por Sapna, 2014 (53) quien reportd una sobre-expresion
de la metaloproteinasa MMP-2 y MMP-13 en enfermedad periodontal. Posiblemente la severidad
de la periodontitis estuvo influida por el perfil de citocinas anti-inflamatorias al inicio y durante la
gestacién. Se requiere profundizar en el patron de citocinas ya que nosotros no obtuvimos
diferencias significativas en los perfiles sistémicos, por lo que se podria realizar la determinacién
local de las citocinay de MMP’s por qRT-PCR con niveles normalizados de GADPH e identificar el

perfil hormonal, para tratar de relacionar estos cambios con la gestacidn.
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8. ANEXO 1

8.1 Analisis histopatoldgico:

Al final de la gestacidon, cuatro semanas después, las madres fueron sacrificadas en cdmara de
CO2, las maxilas fueron recuperadas y fijadas en solucion de formol fresco al 4% (Sigma-Aldrich),
descalcificadas en una soluciéon de EDTA al 4% (Sigma —Aldrich), desecadas y embebidas en
parafina, para realizar cortes de 5 micras. Sé realizaron cortes secuenciales en la zona del segundo
molar, aproximadamente 20 cortes. Se seleccionaron la laminilla 1 y 10 de cada uno de los
especimenes de cada grupo y fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (Sigma-Adlrich), asi como

con la técnica tricrémica de Masson (Sigma-Adlrich).

8.2 Tren de deshidratacion e inclusion el dia 18

Alcohol 60% (Macron Fine Chemicals) 40 min
Alcohol 70% (Macron Fine Chemicals) 40 min
Alcohol 80% (Macron Fine Chemicals) 40 min
Alcohol 90% (Macron Fine Chemicals) 40 min
Alcohol 96% (Macron Fine Chemicals) 40 min

Alcohol amilico 20 min

Aceite de cedro 2 dias

Tren de Inclusién

Parafina- aceite 12 hrs

Parafina refinada de histologia | (Paramex) 12 hrs
Parafina refinada de histologia Il (Paramex) 12 hrs

Parafina de inclusién Paraplast (Leica)
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8.3 Cortes Histoldgicos

Se realizaron cortes con el micrétomo (Leica), de 5um de espesor, se colocaron en portaobjetos
con Poly-L lisina y fijando con Ruyter, con dos cortes cada uno, secuenciales, en los cuales se
realizé la observacién al microscopio para ubicar el area interproximal entre el tercer y segundo
molar, se obtuvieron 20 portaobjetos de cada bloque, se iniciaron tinciones de manera escalonada
1y 11 con hematoxilina y eosina (Sigma-Adlrich) y siguiente de cada serie con tincion de Masson

(Sigma-Adilrich).

8.4 Tincion H&E

Xilol | (JT Baker) 5 min
Xilol Il (JT Baker) 5 min
Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals) 5 min
Alcohol etilico 96% (Macron Fine Chemicals) 5 min
Alcohol etilico 80% (Macron Fine Chemicals) 5 min
Alcohol etilico 70% (Macron Fine Chemicals) 5 min
Agua destilada 5 min
Hematoxilina de Harris (Hycel Reactivos Quimicos) 5 min
Agua corriente 10 seg

Alcohol dcido: Alcohol al 70% (Macron Fine Chemicals)

+ 1% de HCI (JT Baker) 10 seg (chorreo con pipeta
Pasteur)

Agua destilada Enjuagar

Agua amoniacal: H20 destilada + 1% hidréxido de amonio (JT Baker) 30 seg

Agua destilada Enjuagar

Eosina 2 min

Agua destilada Enjuagar

Alcohol etilico 96% (Macron Fine Chemicals) Lavar por chorreo con pipeta Pasteur
Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals) 30 seg
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Xilol (JT Baker)

Montar con resina entellan (Merck KGaA)

8.5 Tincidn tricromica de Masson

Xilol | (JT Baker)

Xilol Il (JT Baker)

Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 96% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 80% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 70% (Macron Fine Chemicals)
Agua destilada

Bowin
ambiente

Agua corriente (x2)

Hematoxilina de Weigert

Agua destilada

Rojo escarlata (Sigma-AdIrich)

Agua destilada

Acido fosfomolibdico/fosfottingstico (Sigma-Aldrich)
Azul anilina (Sigma-Aldrich)

Acido acético (JT Baker)

Alcohol etilico 70% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 80% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 96% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals)
Xilol (JT Baker)

Montar con resina entellan (Merck KGaA)

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

48hrs temperatura

2.5 min (enjuagar en agitacion)
8 min
5 min
8 min
5 min
8 min
8 min
3 min (cambiar cada uso)
30 seg
30 seg
30 seg
15 seg

5 min
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8.6 Técnica de inmunofluorescencia

Xilol | (J.T. Baker)

Xilol Il (J.T. Baker)

Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 90% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 80% (Macron Fine Chemicals)
Alcohol etilico 70% (Macron Fine Chemicals)
Agua destilada

PBS 1X (3 veces)

PBS-Tritén X-100 (0.5%)

PBS 1X (2 veces)

Albumina sérica bovina 1X en PBS

Lavar con PBS-Triton X-100 (0.5%) (3 veces)
PBS 1X (2 veces)

Incubar con ler anticuerpo

PBS 1X (2 veces)

Incubar con 22 anticuerpo fluoresceinado
PBS 1X (2 veces)

Alcohol etilico 70% (Macron Fine Chemicals)

Alcohol etilico 80% (Macron Fine Chemicals)

Alcohol etilico 90% (Macron Fine Chemicals) (2 veces)

Alcohol etilico absoluto (Macron Fine Chemicals)
Xilol I (J.T. Baker)
Xilol 1l (J.T. Baker)

Montar con resina entellan (Merck KGaA)

3 min

1 min

1 min

1 min

1 min

1 min

3 min

1 min

5 min

1 min

120 min

1 min

1 min

Dejar toda la noche a 42C

1 min

2 hrsa 37°C

1 min

1 min

1 min

1 min

1 min

3 min

5 min
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8.7 Citocinas

ELISA Development Kit para TNF-a (900-K54), IL-10 (900-K53), IL-6 (900-K50), IFN-y (900-K98),
PEPROTECH.

MMP-13 Antibody (NBP1-45723) Novus Biologicals
MMP-2 (K-20): (sc-8835) Santa Cruz Biotechnology
Rhodamine Red X-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IGG (H+L) Jackson ImmunoResearch

Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Donkey anti-Goat IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch
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