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Resumen

La periodontitis es una de las infecciones mds comunes en el mundo. 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.
Esta enfermedad si bien esta ligada a bacterias patdgenas, se encuentra asociada también a otros
factores como la edad, enfermedades sistémicas, predisposicion genética y tabaquismo. Ademas,
la predisposicion a desarrollar periodontitis también ha sido asociada al aumento de mediadores
pro-inflamatorios asociados a la presencia de hormonas sexuales. El factor inhibidor de Ia
migracion de macrofagos (MIF) es un mediador pro-inflamatorio de la respuesta inmune innata y
gue actia como inhibidor de los glucocorticoides. Con la finalidad de establecer la relaciéon que
existente entre periodontitis, embarazo y la expresién de MIF desarrollamos un modelo murino de
periodontitis por ligadura en ratones hembra WT y knockout para MIF (Mif-/-), ambos de fondo
genético BALB/c de 8-10 semanas de edad. Establecimos 5 grupos experimentales: 1) sanos no
gestantes (control), 2) no gestantes con anestesia (Anest), 3) gestante con ligadura (Gest+Lig), 4)
no gestante con ligadura (No Gest+L) y 5) gestante sin ligadura (Gest-L). Se observaron las
caracteristicas clinicas en los diversos grupos experimentales, y se determinaron los niveles de
citocinas MIF, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y en suero, durante y después de la gestacion. Se observé
que los grupos WT con periodontitis tenian maxilares con caracteristicas de inflamacidn severa,

mientras que los ratones Mif-/- presentaron inflamaciéon moderada.

En los ratones WT se observaron aumentos significativos en las citocinas pro-inflamatorias IL-6 e
IFN- vy en los grupos con ligadura (Gest +L y No Gest+L) respecto a los controles; en el caso de los
ratones Mif-/- se observé el aumento significativo de los niveles de IFN-y en los grupos con
ligadura (Gest +L y No Gest+L) respecto a los controles. En el comparativo entre ratones WT y Mif-
/- se observaron concentraciones similares en ambos grupos, sin embargo, el grupo no gestante
con ligadura (No Gest+L) presentd un aumento significativo en IL-6 en los ratones WT, mientras
que en los ratones Mif-/- presentdé un aumento significativo en IFN-y. Estos resultados sugieren
que MIF es una molécula que participa de manera importante en el desarrollo de periodontitis y

que la gestacién no tiene influencia sobre la produccién de MIF.



1. Introduccidn
1.1. Periodonto

El periodonto se define como el grupo de tejidos que rodean al diente y estd compuesto por
cemento radicular, ligamento periodontal, hueso alveolar y encia (1). Cada uno de estos tejidos

posee una estructura especializada la cual define su funcién (2-4).

P6llanen (2003) define a la unién dentogingival como el punto en el cual el diente se une por
medio del epitelio de unidn a los tejidos gingivales y periodontales, este tipo de epitelio ayuda a
prevenir la colonizacidn de bacterias patdgenas en tejidos mas profundos formando una barrera

fisica y por medio de células del sistema inmune (5).
1.2. Periodontitis

Una de las enfermedades mas comunes en este complejo de tejidos es la enfermedad periodontal
o periodontitis (3). Esta consiste en un padecimiento crénico inflamatorio que afecta a los tejidos
gue rodean al diente causando una destruccién del hueso alveolar. Es una de las infecciones mas
comunes en el mundo (3). Afecta a mas de 23% de mujeres en edades entre los 23 y los 54 afos, y

estd presente en el 56% de las mujeres gestantes (6).

Esta enfermedad si bien esta ligada a bacterias patdgenas, también se encuentra asociada a otros
factores. Nanci (2006) menciona la edad, enfermedades sistémicas, predisposicién genética y
tabaquismo (4) como factores asociados. Asi mismo Steffens (2015) atribuye su predisposicion al
aumento de mediadores pro-inflamatorios asociados a la presencia de hormonas sexuales (7). La
susceptibilidad del individuo es un factor de gran importancia para el desarrollo de la enfermedad

periodontal (EP) (8).

En general los tejidos periodontales se encuentran sometidos a 2 distintos tipos de factores

ambientales:

1) Factores mecdnicos: existen distintas tensiones durante la masticacién, lo cual requiere la
constante modulacién del cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar.

2) Ecosistema bacteriano (8).

A pesar de que la EP inicialmente se desencadena por factores microbianos, el dafio a los tejidos

del huésped es mediado principalmente por respuestas inmunoldgicas (9). El progreso de la



enfermedad regularmente es lento, sin embargo puede verse acelerado debido a factores

sistémicos, ambientales y conductuales (10, 11) (Figura 1).

La periodontitis afecta tanto al hueso alveolar por medio de reabsorcién ésea, como a las fibras
del ligamento periodontal, lo cual en conjunto produce una bolsa periodontal (12). En otros casos
la perdida de insercion se encuentra acompafiada de recesidon gingival, en estos casos la

profundidad de las bolsas periodontales es superficial (10).

La periodontitis constituye una infeccidn de los tejidos, en la cual existe un aumento de las
citocinas proinflamatorias (13) y puede ser exacerbada por alteraciones vasculares y hormonales
(12). Tanto Morimoto (2003) como Eley (2010) reportan que la periodontitis se encuentra
caracterizada por la presencia de linfocitos T en fases iniciales, y posteriormente por células

plasmaticas (8, 14).

FACTOR
GENETICO
/\
SEVERIDAD DE
LA
PERIODONTITIS
BACTERIAS FACTOR

PATOGENAS AMBIENTAL

Figura 1. Factores que intervienen en la severidad de la periodontitis.
Modificado de la referencia 11 (Mariano, 2010).

Para su diagndstico clinico se evalua la presencia de cambios inflamatorios, la presencia de bolsas
periodontales por medio de sondaje y la pérdida de insercidn clinica. Ademas de esto se utiliza

evidencia radiografica para evaluar la pérdida dsea (10).



1.3. Modelo murino

El uso de modelos animales ha resultado de gran ayuda para investigar enfermedades
periodontales. Esto ha permitido eliminar multiples variantes que no se pueden controlar en
humanos (15); algunos de los modelos animales usados con mas frecuencia son los modelos
murinos, es decir, aquellos que son realizados en roedores, esto se debe a la amplia variedad de
ratones transgénicos, asi como con genes deletados lo cual ha permitido el estudio de moléculas

especificas que pudieran estar involucradas en la patologia de la periodontitis (16).
1.4. Periodontitis inducida

Tanto Duan (2015), como De Molon (2015) concuerdan que para el estudio especifico de la
periodontitis existen diversos modelos de induccion. como la periodontitis inducida por medio del
cultivo de bacterias. Y el modelo usado con mas frecuencia y mejor aceptado, la periodontitis
inducida por medio de ligadura (15, 16). Esto debido a que al utilizar el cultivo de bacterias existen
concentraciones bacterianas distintas a las encontradas en el proceso normal de la enfermedad

(15).

La técnica de induccién por medio de ligadura consiste en rodear la corona de un molar de ratas
Wistar, con hilo de sutura 5-0 (15) o 6-0 (16) y anudandolo, dejando el lado contralateral sin tratar,
permitiendo asi tener un control sin ligadura (17); De Molon (2015) y Bain (2009) reportan la
realizacion de este tratamiento bajo anestesia general utilizando los anestésicos Ketamina o

IM

Xylacina (16); esta técnica facilita la colonizacion de bacterias de manera “natural” y favorece la

inflamacidn (16-18).
1.5. Células T y la reaccion inmunitaria

Existen distintos tipos de células T, dentro de estas divisiones se encuentran las células T
colaboradoras (Th, T helper) y estas a su vez se subdividen en grupos mas pequefos, los grupos

Th1y Th2 son los mas representativos.

Generalmente las células Th1 secretan IFN-y, estas células actdan tanto en la inmunidad celular
como en la inmunidad humoral, participan en la activacion de macréfagos y aumentan su
capacidad fagocitica. Ademas participan en la opsonizacion por medio de la produccion de
inmunoglobulinas en las células B, es por ello que a este tipo de células se les atribuye una accion

inflamatoria.



Por otra parte las células Th2 estan asociadas a un perfil anti inflamatorio, se caracterizan por la

secrecion de IL-4 y favorecer la produccidon de acticuerpos (8, 19) (Figura 2).
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P \) -IL-13 > @
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Obsonizadi 5 del mastocito y peristaltismo del eosindfilo
3 ?agoéitoslisn intestinales

Figura 2. Linfocitos: A) Thly B) Th2. Tomado de la referencia 19 (Abbas, 2015).

1.6. Citocinas involucradas en la respuesta Thly Th2

Las citocinas son un grupo de proteinas producidas por distintas células del organismo y pueden
actuar de distintas maneras tanto en las células que la producen (autdcrina), células cercanas
(paracrina) o a células distantes (enddcrina). Una de sus funciones principales es participar como
mediadores en procesos inflamatorios (20, 21). Algunas de estas regulan la inmunidad adaptativa

mientras que otras regulan la inmunidad innata (22).

El nombre interleucina (IL) es seguido por un numero, esto se debe a un intento por estandarizar

su nomenclatura en este tipo de moléculas (21).

IL-10 es una citocina que presenta efectos reguladores y tiene la capacidad de inhibir la sintesis y

secrecién de citocinas pro-inflamatorias como es el caso de TNF-a (23) (Figura 3).



IL-6 es producida por distintos grupos celulares y su produccion es estimulada por la accidn de
otras citocinas como son IL-1 y TNF-a, ademds por la presencia de lipopolisacaridos (LPS)
bacterianos en una infeccién. A diferencia de citocinas pro inflamatorias como TNF-q, los efectos
de IL-6 dependen del contexto, su concentracién y la presencia de otras citocinas, a esto se le

llama pleiotropismo (20) (Fig. 3).

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) es una citocina que posee multiples funciones celulares,
esta ha sido relacionada con la patogénesis de diversas enfermedades crénicas inflamatorias,

incluyendo la enfermedad periodontal (Fig. 3) (24).

Interferén-y (IFN-y) es una citocina cuya funciéon en el sistema inmunoldgico aumenta la actividad
citotoxica y fagocitica de los macréfagos, también incrementa el desarrollo y diferenciacion de

linfocitos Th1, razén por la cual IFN-y tiene un papel importante en el control de infecciones (25).
* Desafio bacteriano

plofglolololelololofolololololololelelofe)
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Respuesta
Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
PMN Mo Thi Th2 Tris
Citocinas —
caracteristicas TNF-a,IL-1, IL.-6 IFN-y IL-4 IL-10

Figura 3. Citocinas y enfermedad periodontal. Tomado de la referencia 22 (Silva, 2015).

1.7. Perfiles inmunoldgicos y enfermedad periodontal

Pacientes con inflamacion periodontal existe una elevada concentraciéon de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a en el liquido crevicular, también menciona que altos niveles de IL-6,
TNF-a e IFN-y en tejidos gingivales, se encuentra asociado a enfermedad periodontal destructiva

(10).

Existe un debate referente al perfil de citocinas especifico asociado con la EP, Rossa (2014)

menciona que en modelos in vivo se ha asociado un perfil Thl en EP progresivas, y la EP inducida
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con Porphiromona gingivalis, el aumento de linfocitos Th2 resulté en la disminucidn en la pérdida
Osea (10), por otra parte Eley (2010) menciona que otros estudios han presentado cambios de un

perfil Th1l a un perfil Th2 (8).
1.8. Gestacion

Durante la gestacién existe un aumento en la prevalencia de algunas alteraciones orales, la
gingivitis una de las mds comunes. Esta se caracteriza por edema, hiperemia y tendencia al
sangrado. La severidad de estas alteraciones tiende a aumentar gradualmente hasta la semana 36

de la gestacién (12).

Un punto de gran importancia para el correcto desarrollo la gestacién, asi como del
establecimiento de la tolerancia inmunoldgica del producto es el establecimiento de un punto de

equilibrio entre los factores tanto inflamatorios como anti-inflamatorios (23).

Durante la gestacion, en la respuesta inmunoldgica de la madre predomina el perfil Th2 mientras
el perfil Thl se mantiene regulado negativamente (23, 26). Vazquez-Rodriguez (2011) menciona
que durante ciertas etapas de la gestacion, la presencia de citocinas pro-inflamatorias resulta
perjudicial, debido a que se ha demostrado que TNF-a e IFN-y favorecen la apoptosis de las células

del trofoblasto (26).

Por otro lado, recientemente se ha sugerido que las infecciones primarias en sistemas distantes
pueden guiar a una gestacion con termino anormal (27); por lo tanto, al considerarse a la
periodontitis como un proceso en el cual existe infeccidon de los tejidos periodontales, ademas de
un aumento en la presencia de citocinas pro-inflamatorias (9, 13), se ha sospechado de una posible
relacidon entre la presencia de periodontitis y la gestacidon con termino anormal, sin embargo no
existen evidencias sélidas que soporten esta presuncion, y los resultados reportados hasta ahora

no han sido claramente concluyentes.
1.9. Factor de inhibicién de migracidon de macréfagos (MIF)

MIF es una citocina involucrada en algunos procesos fisioldgicos importantes, incluyendo la
reparacion de tejidos (28), inicialmente se detectd como un factor de secrecién de linfocitos T
activados (29, 30). MIF fue descubierto en 1966 y posteriormente se logrd identificar su
localizacién cromosdmica. Ahora se reconoce ampliamente como un importante modulador pro-

inflamatorio, asi como de procesos inmunes (30).



Al estar vinculada con procesos inflamatorios, MIF también ha sido asociado a procesos similares,
tales como la ovulacién, ciclo menstrual y embarazo (29). Estudios en modelos murinos han
detectado un aumento en la concentracién de MIF en la ovulacién, asi como su expresidon durante
el embarazo temprano (29). letta (2002) realizé un estudio en humanos en el cual comprobd que
la presencia de MIF en suero era mucho mayor durante el parto y embarazo a término que

durante el segundo trimestre del mismo, por lo cual se puede asociar a estos eventos (29).

Morimoto (2003) sugiere que MIF tiene importantes funciones fisiopatoldgicas en el tejido
gingival, sin embargo solo se logro demostrar su presencia en tejidos periodontales,
principalmente en encia libre y epitelio de unién, asi como en queratinocitos, células basales y

fibroblastos (14).



2. Justificacion

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
los modelos animales se han utilizado para comprender la patogenia de la enfermedad

periodontal y evaluar su evolucion al poder limitar las variables (31).

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 (32). 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, en éste trabajo de tesis, utilizamos ratones
deficiente del gen de Mif -/-. Con este estudio contribuiremos a identificar la evolucién de la
enfermedad periodontal bajo diferentes condiciones provocadas por el desarrollo de la gestacién

en un modelo murino en ratones hembras BALB/c WT y Mif -/-.

3. Planteamiento del Estudio

Identificar si la evolucidon de la periodontitis experimental en murinos es dependiente de la
molécula pro-inflamatoria MIF, bajo diferentes condiciones provocadas por el desarrollo del

embarazo.



4. Hipotesis

MIF participa en el desarrollo de la patologia de la periodontitis experimental desarrollada en

hembras gestantes en un modelo murino.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo GeneraliError! Marcador no definido.

Determinar el efecto de la gestacion en el desarrollo de la periodontitis experimental en ratones

hembras gestantes WT y Mif -/-.
5.2. Objetivos Particulares

1. Identificar los signos clinicos de inflamacién provocado por periodontitis experimental por
ligadura de Nylon 6-0 entre los grupos de ratones hembras WT y Mif-/- gestantes con
respecto al grupo de ratones no gestantes.

2. Observar por ELISA la expresidn de Citocinas: IFN—y, TNF-a, IL-6, IL-10 en periodontitis
experimental por ligadura de Nylon 6-0.

3. Asociar los signos clinicos de la periodontitis con la gestacién de ratones hembras WT y

Mif-/-.
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6. Consideraciones éticas y legales

Todos los experimentos del proyecto que incluyan animales de experimentacion fueron realizados
bajo estricto cumplimiento de las normas enunciadas en el “Marco ético 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 bioldgicos — infecciosos se realizd en apego
a la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-2002. Aprobado por la comisién de ética de FES-
Iztacala No. CE/FESI/082014/1031, por la comisién de bioseguridad de la FES-Iztacala septiembre
2014.

7. Diseio experimental

Se utilizaron ratones hembras de 8—10 semanas de edad de la cepa BALB/c (Bioterio FES-I) (Figura
4), los ratones Mif -/- fueron desarrollados normalmente de las cepas B6/129Sv. Posteriormente
los ratones Mif-/- fueron retro-cruzados por mas de 12 generaciones en ratones BALB/c. Estos
animales fueron donados por el doctor John R. David de la escuela de salud publica de Harvard, y
se han atendido en reproduccidon bajo condiciones estandares en el bioterio de la facultad de
estudios superiores lIztacala, UNAM, donde son checados genéticamente de manera rutinaria.
Fueron mantenidos en grupos de 5 animales por jaula, provistos de agua y alimento balanceado
ad libitum. El trabajo con animales de experimentacién se llevd a cabo en el laboratorio 5 de la

UBIMED.

Figura 4. Ratones BALB/c

7.1. Confirmacidn del genotipo por PCR

Todos los ratones fueron genotipificados para determinar la ausencia de Mif por PCR. Se utilizd
material nuevo, estéril y libre de DNAsas-RNAsas, se realizé un corte de aproximadamente 0.5-1

cm de parte final de la cola de los ratones experimentales, se llevd a cabo la digestidon en tubos de
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1.8 ml (Eppendorf) previamente identificados, en cada tubo se colocé el tejido junto con 500 pl de
buffer de lisis y 20ul de proteinasa K (Invitrogen No. Cat: 25530049) (100 pg/muestra) la cual se
dejo incubar toda la noche a 56°C.

Una vez disgregada la cola, se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos, a su vez se colocaron
500 ul isopropanol frio en tubos Eppendorf nuevos, tras finalizar el centrifugado, posteriormente
se tomo el sobrenadante con micropipeta y se vacid en las paredes de los tubos con isopropanol,
se homogenizd invirtiéndolos de manera suave hasta que la precipitacion del ADN se hizo
evidente. Después de esto se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm durante 1 minuto para
concentrar el precipitado y posteriormente decantar la fase liquida. El botén de ADN se lavd con
etanol frio al 75% en el mismo tubo y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos, por ultimo se
dejé evaporar el etanol a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras haberse secado, se
resuspendio el botén de ADN con 200 pul de agua grado biologia molecular, para después incubarlo

toda la noche a 56°C. (Figura 5).

Figura 5. PCR
a) secciones de cola de ratén sumergidas en buffer de lisis y proteinasa k. b) Thermoblock y
termociclador. c) Campana de PCR.

La cuantificacién de DNA se realizé utilizando una diluciéon de 1:200 de muestra de DNA en agua
en un espectrofotdmetro (Jenway, Genova). Se calibré con agua grado molecular hasta obtener los
blancos en las celdas transparentes del lector, las muestras se colocaron en las celdas calibradas y
se leyeron las muestras a 260/280 nm, finalmente el espectrofotdmetro por medio de la absorcién

de radiacién UV brinda la concentracion de DNA.
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7.2. Amplificacion del gen

Para el reconocimiento del gen para MIF se utilizaron sevadores especificos.
En este proceso de PCR se utilizaron tubos nuevos libres de DNAsas-RNAsas con capacidad de 0.2
ml, los cuales en una reaccién final de 25 pl se colocaron los siguientes reactivos (Kit taq Platinum

polimerase, IN vitrogen) en el siguiente orden:

Mif NEO
Buffer 10x 2.5 2.5
DNTP mix (10mM) 0.4 0.4
Primer F (50 pM) 4.6 3
Primer R (50 pM) 5.4 3.6
DNA taq polimerase (5U/pl) 0.4 0.4
Agua (Sigma) 12.7 12.7
Muestra DNA 100 ng 100 ng

Una vez que se tuvieron los tubos rotulados y con los respectivos reactivos se colocaron en el

termociclador (Cobett Research).

7.3. Electroforesis

Se utilizd un gel de agarosa (ICN Biochemicals) 1% en Buffer TBE 1x sobre un molde y un peine de
20 pozos, que se mantuvo a 4 °C por 30 minutos para que el gel solidificara (Figura 6).

Una vez solidificado el gel se colocé en la cdmara de electroforesis con Buffer de TBE 1x y se
colocaron por pozo 2 pl de muestra previamente diluidos en 3 ul de Buffer de carga Blue juice (In
vitrogen), y 3 ul de Sybr Green. A partir del segundo pozo ya que en el primero se colocaron 2 ul
de marcador de peso molecular 100 pb (In vitrogen).

Se colocaron las muestras en la cdmara de electroforesis hacia el extremo negativo y se corrié a 90
volts, 150 mA durante 50 minutos. Finalmente se observé en un transiluminador con luz UV

(ultravioleta) y la imagen se capturé utilizando el programa Alphaimagen.
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1000 pb

Gen de inserciéon neomicina Ausencia del gen MIF
(500 pb) (200 pb)

Figura 6. Ejemplo de fotografia de un gel de agarosa
Se observa de izquierda a derecha marcador de peso molecular (MPM) y en las 5 columnas
siguientes la expresion del gen de insercion neomicina (500 pb) correspondiente a los ratones
Mif -/-y en las columnas 8 a 12 la no expresion del gen MIF (200 pb).

7.4. Induccién de periodontitis

Se valord periodontalmente bajo anestesia general (Anestesia, Xylacina: pre-anestésico, dosis
ponderal 10 mg/kg, dilucion 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 .M. (33). Para asegurar asi que no
presentaran signos de inflamacidn 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 ei
anestésico tenian algun efecto en el desarrollo de la periodontitis, c) Gestante (Gest-Lig), para el
segundo grupo, para inducir la periodontitis experimental, se colocé una sutura Nylon 6-0
(Ethicon) como variante a la técnica tradicional con seda 5-0 (34), 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).

Para la induccién de la periodontitis se colocd ligadura alrededor del segundo molar superior
derecho utilizando sutura Nylon 6-0 (Ethicon)(18, 35-37). Esto se realizd bajo anestesia general

(Xilacina: pre-anestésico, dosis ponderal 10 mg/kg, Ketamina: Anestésico, dosis ponderal 100
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mg/kg) utilizando una mesa de trabajo y separadores con la finalidad de mejorar la visibilidad, asi
mismo se utilizaron lupas 2.3x (Heine) (Figura 7). Se esperdé durante 2 semanas para el

establecimiento de la periodontitis, se verificd la presencia de las ligaduras cada semana.

Figura 7. Proceso de colocacion de ligadura
a) Mesa de trabajo con el ratén sujeto para la colocacion de ligadura. b) Colocacion del hilo de sutura
alrededor del segundo molar superior derecho. c) Ligadura colocada.

Fueron seleccionadas hembras con periodontitis establecida por dos semanas, fueron apareadas
con los machos con la finalidad de que quedaran prefiadas, se considerd la gestacion 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).

El tiempo experimental total fue de 10 semanas, esto considerando que el tiempo de gestacion
en ratones es de 19-21 dias, entre 18.5 y 19.5 dias en las hembras primiparas, y entre 19 y 21 dias

en las multiparas (38). Mas dos semanas de espera para el establecimiento de la periodontitis.

7.5. Obtencidn de suero sanguineo

A todos los grupos se les extrajo sangre in vivo por dilatacidn de la vena caudal una vez a la
semana. La sangre se recuperé en microtubos de 1.5 ml, que fueron centrifugados a 2500 rpm, se
recuperd el suero, se repitié el centrifugado, se recuperé nuevamente suero y se mantuvo en

refrigeracion a -70 °C hasta su uso., las muestras se utilizaron para determinar las concentraciones

de citocinas, por la técnica de ELISA (Peprotech-México) (Figura 8).

Figura 8. Proceso de obtencion de suero sanguineo
a) Obtencion de sangre de la vena caudal. b) Centrifugado de las muestras para la separacion 16
suero/coagulo. c) Separacién suero/coagulo.



7.6. Protocolo ELISA

Se determiné la concentracion de citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10 por medio de ELISA-sandwich

tanto para los sueros obtenidos de los ratones BALB/c como para los ratones Mif-/-.

Se utilizaron placas de 96 pozos, para su preparacién fueron previamente sensibilizadas, para esto
se diluyd en anticuerpo de captura con PBS en una concentracidn de 2ug/ml. Después de esto se
agregaron 100 ul de esta dilucidon en cada pozo de la placa, se sellé e incubé toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se removié la solucién y se lavd 4 veces cada placa
utilizando 300 ul de buffer de lavado (PBS-Tween-20 al 0.05%) por pozo, después del ultimo
lavado se invirtid la placa y se sacudié en una toalla de papel con el fin de remover los residuos de
buffer y anticuerpos, se agregaron 300 ul de buffer de bloqueo (PBS-BSA al 1%) y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente, finalmente se repitié el lavado 4 veces con buffer de
lavado. 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 concentracién inicial
de 4 ng/mly final de 0, 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 100 ul de suero en cada pozo y se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de incubar se realizaron 4 lavados
con buffer de lavado, se agregd el anticuerpo de deteccién en dilucién en una concentracion de
0.5pg/ml y se agregaron 100 pg de esta dilucién a cada pozo, se dejo incubar a temperatura
ambiente durante 2 horas. Después del periodo de incubacidn se realizaron 4 lavados con buffer
de lavado, se diluyeron 5.5 pl de conjugado estreptavidina-HRP 1:2000 (INC Biomedicals) en un
volumen total de 11 ml. Se agregaron 100 ul en cada pozo y se dejé incubar a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

Se realizaron 4 lavados con buffer de lavado, se agregaron 100 pl de solucién de sustrato (ABTS)
(INC Biomedicals) a cada pozo, se dejé incubar a temperatura ambiente y en oscuridad hasta el
cambio de coloracidn y finalmente se leyeron las placas en un lector para ELISA (Mertertech S960)
a una longitud de onda de 405 nm, todas las placas se analizaron en intervalos de 5 minutos por

aproximadamente 35 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Fotografia representativa de placa de ELISA

7.7. Sacrificio y obtencion de maxilares

Para poder unificar el tiempo entre los grupos con periodontitis, con o sin gestacidn, asi como el
grupo sin periodontitis gestante, fueron sacrificados después de 10 semanas, a partir de la
colocacién 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, se obtuvo una ultima

muestra sanguinea a través de puncidn cardiaca y se removieron los maxilares.

7.8. Analisis estadistico

Las comparaciones de los niveles de citocinas entre los diferentes grupos se llevé a cabo mediante
la prueba ANOVA no paramétrica (Kruskal-Wallis), ademas de esto se realizé el post-test de Dunn,
utilizando un coeficiente de confiabilidad del 95%. Se consideraron significativas las
comparaciones con valores de p<0.05. Las comparaciones de los niveles de citocinas en el
comparativo WT/Mif -/- se realizé por medio de la prueba t de student, utilizando un coeficiente

de confiabilidad del 95%.
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8. Resultados y discusion
8.1. Signos clinicos
8.1.1. Signos clinicos entre los grupos experimentales WT

Debido al tamafo de los tejidos, no fue posible evaluar los cambios clinicos de manera
cuantitativa, sin embargo, al evaluar cualitativamente. Los grupos con ligadura se observéd la
perdida de integridad del periodonto, en el cuello anatomico del diente sobre el cual fue colocada
la ligadura (22 molar superior derecho), ademas se observd el desplazamiento hacia apical en la
zona afectada, sumado a esto se obsevaron signos clinicos de inflamacion, tales como
enrojecimiento y aparente edema de la zona, estas diferencias se contrastaron con su contraparte

(segundo molar superior izquierdo)(Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas clinicas de tejidos periodontales, representativo de periodontitis
experimental en WT
Se colocé una sutura nylon 6-0 alrededor del sequndo molar superior derecho en ratones hembra
BALB/c, durante 10 semanas, después fueron sacrificados y se obtuvo el maxilar, al retirar la sutura
se observan los cambios clinicos de inflamacion.
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8.1.2. Signos clinicos entre los grupos experimentales Mif-/-

Debido al tamafio de los tejidos, no fue posible evaluar los cambios clinicos de manera

cuantitativa. En la evaluacion cualitativa no se observaron cambios clinicos severos (Figura 11).

Figura 11. Caracteristicas clinicas de tejidos periodontales, representativo de periodontitis
experimental en Mif -/-
Se colocé una sutura nylon 6-0 alrededor del segundo molar superior derecho en ratones hembra Mif
-/-, durante 10 semanas, después fueron sacrificados y se obtuvo el maxilar, al retirar la sutura no se
observan los cambios clinicos de inflamacion severos.
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8.1.3. Comparacion de signos clinicos

Siguiendo el modelo de induccidon de periodontitis experimental propuesto por Abe (18), De
Molon (16) y Duan (15) por medio de ligadura, el cual originalmente esta disefiado para la
induccion de PE en ratas Wistar con sutura Seda, encontramos que al realizarse en ratones con
sutura Nylon 6-0, obtenemos los mismos resultados, por lo cual pudimos establecer que esta

variante es un modelo efectivo y reproducible para el desarrollo de PE en murinos.

Al evaluar clinicamente los maxilares de ratones WT, se pudo observar que en los grupos con
ligadura (Gest +L y No Gest +L) existian caracteristicas clinicas de la inflamacién Unicamente en la
zona en la cual se colocé la ligadura, sin embargo, debido al tamafio de las muestras no se pudo

realizar una evaluacién cuantitativa de los mismos.

Por otra parte, al comparar los maxilares obtenidos de ratones WT con los obtenidos de ratones
Mif-/-, se pudo observar que en los grupos Mif-/- con ligadura, no se apreciaban cambios
significativos en las caracteristicas del periodonto, esto puede estar ligado a la ausencia de MIF, ya
gue al ser una citocina pro-inflamatoria, en su ausencia no se presentd la reaccién inflamatoria

que se observd en los ratones que si expresaban MIF (WT).
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8.2. Niveles de citocinas

8.2.1. Niveles de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en suero, por el metodo de

ELISA en ratones WT.

Se determind la concentracion en suero de las citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10 en los grupos
experimentales de ratones WT por ELISA. En los grupos gestantes se evalué en dos momentos,

durante la gestacion (dur) y después de la gestacion (desp).
IL-6

No se observd diferencia en la concentracién de IL-6 entre los grupos control y anestesia. Por otra
parte, se observd una concentracién elevada en el grupo No Gest +Lig, esta diferencia fue
significativa con respecto al control (* p<0.05) coincidiendo con lo reportado por Rossa (2014),
esto pudo estar asociado a la inflamacién generada por la ligadura. Al revisar el grupo Gest +Lig,
este presenté diferencia significativa al compararlo con el grupo No Gest +Lig, tanto durante como
después de la gestacion (*p<0.05), estas concentraciones fueron inferiores al ser comparadas con
el grupo control, esto puede ser debido a que la gestaciéon estuvo asociada a un perfil anti-

inflamatorio.

En el caso del grupo gestante Gest —L se observd un aumento en la concentracidon durante la
gestacion, el cual se vio disminuido tras finalizar la misma (desp), en este grupo se observé una

diferencia significativa al compararse con el grupo No Gest +Lig (****P=0.0001) (Figura 12).
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Figura 12. IL-6
Concentraciones de IL-6 en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante con
ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupas
gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion. 22
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TNF-a

No se observé diferencia significativa en la concentraciéon de TNF-a entre los grupos
experimentales. Sin embargo, se observd un ligero aumento en la concentracién de esta citocina
en los grupos con ligadura con respecto al control. En los grupos gestantes se observé un aumento
de la concentracién, sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos (Figura
13).
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Figura 13. TNF-a
Concentraciones de TNF-a en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante
con ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los
grupos gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
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IFN-y

No se observé diferencia significativa entre los grupos control y anestesia, sin embargo, se observd
un aumento en la concentracién en los demas grupos experimentales. El grupo Gest —L dur
presentd un aumento significativo con respecto al grupo control y al grupo anestesia (*P<0.05). Sin
embargo, esta concentracién disminuyd tras finalizar la Gest —L desp, aunque no fue significativo
(Figura 14).
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Figura 14. IFN-y
Concentraciones de IFN-y en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante con
ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos
gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
*P=0.05

Estos resultados en los grupos WT la presencia de citocinas pro inflamatorias con PE concuerdan
con lo mencionado por Rossa (2014) (10). Se observé un aumento en IL-6, aunque difiridé en que el

aumento observado en las concentraciones de TNF-a no fueron significativas estadisticamente.
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IL-10

No se observd diferencia significativa entre los grupos control y anestesia, sin embargo la
concentracién de IL-10 fue menor en el grupo con anestesia. Por otra parte, no se observaron
diferencias significativas en la concentracién en los demas grupos experimentales. En los grupos
gestantes se observd una tendencia a aumentar la concentracion de IL-10 tras finalizar la gestaciéon
(desp), sin embargo estos no fueron significativos. Estos resultados concuerdan con lo mencionado
por Vazquez-Rodriguez (26) al verse favorecido un ambiente anti inflamatorio. La concentracion
observada en el grupo No Gest + L puede ser explicada debido a que el desarrollo de PE favorece

la inflamacion y con ello una menor expresién de esta citocina (Figura 15).
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Figura 15. IL-10
Concentraciones de IL-10 en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante con
ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos
gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
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8.2.2. Niveles de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias en suero, por el metodo de ELISA en

ratones Mif -/-

Se determind la concentracion en suero de las citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10 en los grupos
experimentales de los ratones Mif -/-. En los grupos gestantes se evalué en dos momentos,

durante la gestacion (dur) y después de la gestacion (desp).
IL-6

No se observé diferencia en la concentracidon de IL-6 entre los grupos control y anestesia, se
pudieron observar ligeras diferencias en los grupos experimentales sin embargo estas no fueron
estadisticamente significativas. En el grupo Gest —L se observd la disminucion de la concentracién
de IL-6 tras finalizar la gestacion (desp). Tomando en cuenta lo mencionado por letta (29), se
puede considerar que MIF estd asociado a la inflamacidn, por lo tanto en su ausencia en los

ratones Mif -/- no existe el aumento que se observé en los ratones WT (Figura 16).
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Figura 16. IL-6 MIf -/-
Concentraciones de IL-6 en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante con
ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos
gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
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TNF-a

En los grupos Mif -/-, no se observaron diferencias estadisticas en la concentracién de TNF-a entre
los grupos control y anestesia. Se observé un aumento de la concentracidn de TNF-a en los demas
grupos experimentales, sin embargo, ninguno de estos fue significativo entre si y todos

presentaron concentraciones similares (Figura 17).
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Figura 17. TNF-at Mif -/-
Concentraciones de TNF-a en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante
con ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los
grupos gestantes se evalué tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
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IFN-y

No se observaron diferencias significativas en la concentracidn de IFN-y entre los grupos control y
anestesia. Por otra parte, se observd un aumento significativo en el grupo No Gest +Lig con
respecto al control (**P=0.01) y al grupo de anestesia (*P<0.05), también se observé un aumento
significativo en el grupo Gest +Lig dur con respecto al control (***P= 0.001) y con respecto al
grupo anestesia (*P<0.05), en los demds grupos se pudo observar un aumento en las
concentraciones de IFN- y. Sin embargo, estas no fueron significativas. estos datos concuerdan con
el perfil descrito durante la gestacion mencionados por Pavéon y Vazquez-Rodriguez (23, 26), al
encontrarse disminuida la presencia de IFN-y durante la misma, esto respecto al grupo con PE no

gestante (Figura 18).
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Figura 18. IFN-y Mif -/-
Concentraciones de IFN-y en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante
con ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los
grupos gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
*P=0.05
**P=0.01
*** p=0.001
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IL-10

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de IL-10 entre los grupos control y
anestesia. Sin embargo, se observé un aumento que no resulto significativo en la concentracién en
el resto de los grupos experimentales. En los grupos gestantes se observé una tendencia al

aumento de la concentracidn de IL-10 tras finalizar la gestacion (desp). (Figura 19).

3007

200 9

1004

IL-10 Mif -/- (pg/m1)

HH

N X <
v\\o Qfo 60 Q,%Q X
ot v v ° @’
(¢} X " A% ©
= (&)
OQ' e?\ s
]

Figura 19. IL-10 MIif -/-
Concentraciones de IL-10 en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), no gestante
con ligadura (No Gest+L), gestante con ligadura (Gest+Lig) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los
grupos gestantes se evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacidn.
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8.2.3. Comparativo de citocinas entre WT Y Mif -/-

IL-6

Al comparar los grupos WT contra los Mif -/- no se observaron diferencias significativas entre los
grupos control y anestesia, por otra parte al comparar los grupos Gest + L se observaron mayores
concentraciones en los ratones Mif -/-, sin embargo estas diferencias no resultaron significativas.
En el grupo No Gest + L se observé una concentracidn mayor en los ratones WT, esta diferencia
fue significativa (*P<0.05), en el caso de los grupos gestantes sin ligadura se encontraron
concentraciones similares durante la gestacion, sin embargo, la concentracién de IL-6 disminuyd

en los ratones WT después del nacimiento, presentando una diferencia significativa (**P=0.01).

(Figura 20)
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Figura 20. Comparativo IL-6
Comparativo de concentraciones de IL-6 en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), gestante con
ligadura (Gest+Lig), no gestante con ligadura (No Gest+L) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos gestantes se
evaluo tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.

*P<0.05
**p=0.01
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TNF-a

Al realizar el comparativo en las concentraciones de TNF-a, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos control y Anest. El grupo Gest+L durante y después de la gestacidn
tampoco hubo diferencias. En los grupos no gestantes con ligadura se observé una concentracién
mayor en los ratones Mif -/-, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. En
el caso del grupo gestante sin ligadura se observaron concentraciones menores en los ratones Mif
-/- con respecto a los ratones WT tanto durante como después de la gestacidn, a pesar de esto las

diferencias encontradas no fueron significativas (Figura 21).
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Figura 21. Comparativo TNF-a
Comparativo de concentraciones de TNF-a en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), gestante con
ligadura (Gest+Lig), no gestante con ligadura (No Gest+L) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos gestantes se
evalud tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
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IFN-y
En la comparativa de las concentraciones de IFN-y no se encontraron diferencias entre los grupos
control y anestesia, en el grupo Gest+L dur, la concentracién de IFN-y fue mayor en los ratones
Mif-/-, tras finalizar la gestacidén, Gest+L desp la concentracién fue menor con respecto a los
ratones WT, sin embargo, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas. En el
caso del grupo No Gest+L, la concentracién fue mayor en los ratones Mif-/-, esta diferencia fue
significativa (**P=0.01). Por ultimo, al comparar los grupos Gest-L no se encontraron diferencias

significativas (Figura 22).
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Figura 22. Comparativo IFN-y
Comparativo de concentraciones de IFN-y en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), gestante con
ligadura (Gest+Lig), no gestante con ligadura (No Gest+L) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos gestantes se
evaluo tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.
**p=0.01
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IL-10

Al comparar las concentraciones de IL-10 en los grupos experimentales encontramos diferencias
significativas en los grupos control y anestesia, las concentraciones fueron mayores en los ratones
WT (*P<0.05) en comparacién a los ratones Mif-/-. En el resto de los grupos las concentraciones
fueron similares tanto en los ratones WT como en los Mif-/-, Unicamente en el grupo Gest-L la
concentracién fue mayor en los ratones WT, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (Figura 23).
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Figura 23. Comparativo IL-10
Comparativo de concentraciones de IFN-y en los 5 grupos experimentales: Control, Anestesia (Anest), gestante con
ligadura (Gest+Lig), no gestante con ligadura (No Gest+L) y gestante sin ligadura (Gest-L), en los grupos gestantes se
evaluo tanto durante (dur) como después (desp) de la gestacion.

*P<0.05
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9. Conclusion

En el presente trabajo establecimos periodontitis experimental de manera adecuada en un
modelo murino, esto por medio de una modificacidn a la técnica reportada Abe (2013), utilizando

sutura 6-0 de nylon en lugar de la sutura 5-0 de seda propuesta por Abe.

Al observar clinicamente los maxilares de los ratones WT con ligadura, se apreciaron los signos de
inflamacidn y destruccién de tejidos asociados a la enfermedad periodontal, estos signos fueron
congruentes con los reportados en el modelo de induccién propuesto por Abe, mientras que en
los ratones Mif-/- los signos de inflamacién fueron menos severos y no hubo destruccién

significativa del tejido periodontal.

Tras revisar las concentraciones de citocinas a nivel sistémico, en ratones WT observamos
aumentos estadisticamente significativos en citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e IFN-y), los cambios
en IL-6 se encontraron respecto al grupo no gestante con ligadura y en IFN-y en el grupo gestante

sin ligadura (Gest-L) respecto a los controles.

En el caso de los ratones Mif -/- se observaron aumentos significativos en los niveles de IFN-y,
estas diferencias se encontraron en los grupos con ligadura (Gest +L y No gest+L) con respecto a

los controles

El aumento en los niveles de IL-6 e IFN-y en los grupos con ligadura concuerda con el aumento en

citocinas pro-inflamatorias en presencia de enfermedad periodontal descrito por Rossa (2014).

Al comparar los ratones WT contra los ratones Mif -/-, encontramos concentraciones similares en
ambos grupos, sin embargo, se observaron concentraciones mds elevadas de IL-6 en el grupo No
Gest+L en los ratones WT y en el grupo Gest-L desp en los ratones Mif -/~; en IL-10 las
concentraciones en los controles fueron mayores en los ratones WT; finalmente la concentracion

de IFN-y en el grupo No Gest+L fue mayor en los ratones Mif -/-.

La gestacion influy6 en las concentraciones de IL-6 en los ratones WT, los cuales presentaron una
concentracién menor, sin embargo, esta diferencia solo fue significativa estadisticamente en el
grupo Gest-L desp. La gestacién también influyo en un aumento en las concentraciones de IFN-y

tanto en los ratones WT como en los Mif -/-.

El gen de MIF parece influir de manera negativa en el desarrollo severo de la enfermedad

periodontal, esto de manera independiente a la gestacion.
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Estos resultados pueden ser profundizados tras realizarse el analisis local de las concentraciones
de citocinas, ya que, los resultados aqui presentados al ser sistémicos, podrian brindar un

panorama distinto al comportamiento local de la enfermedad.
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