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RESUMEN

Introduccion: La lipocalina 2 (LCN2) es una proteina sintetizada por las células
tubulares renales que pertenece a las lipocalinas, un grupo de transportadores de
pequefias moléculas lipofilicas como los esteroides, lipopolisacaridos, hierro y
acidos grasos en circulacion. La expresion alterada de LCN2 ha sido asignada a
roles criticos en varias condiciones patoldgicas. En estudios recientes se identificd
la participacion de la LCN-2 en el metabolismo energético ya que es altamente
expresada en el tejido adiposo, especialmente en estados patolégicos como la
obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la periodontitis (P). Lo que sugiere que
esta podria ser un biomarcador potencial y/o un objetivo terapéutico en
enfermedades metabdlicas e inflamatorias. Se sabe que la LCN2 desempefia un
papel importante en la regulacion del apetito, de manera que a mayor concentracion
de LCN2, existe menor apetito, y a menor concentracion hay mas apetito, también
se sabe que estd implicada en la progresién de la resistencia a la insulina. Sin
embargo, su expresion en los tejidos periodontales cuando hay presencia de DM2
sigue sin estar claro debido a la falta de estudios contundentes que abarguen su
funcion y relacién en este contexto. Objetivo: Explorar la relacion existente entre la
concentracion sérica de LCN2 y el consumo de alimentos en ratones de la cepa
C57BL/6 a los que se les indujo DM2 y enfermedad periodontal. Material y
metodos: Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de 4 semanas de edad
divididos en seis grupos experimentales (n=3 por grupo): controles intactos, con
periodontitis (P), con DM2 y con Diabetes tipo 2 y periodontitis (DM2+P). A estos 2
altimos se les administré una dieta hipercalérica, también se les inyect6 bajas dosis
de estreptozotocina (STZ). A todos los grupos de estudio se les midié el consumo
de alimento en gramos y calorias de dia y noche durante todo el experimento. Se
realizaron curvas de tolerancia a la glucosa e insulina para determinar el
establecimiento de la DM2 a las 12 semanas. A las 19 semanas de edad se les
coloco una ligadura en el segundo molar maxilar para la induccién de periodontitis.
A lasemana 21, la medicion de la pérdida 6sea se realizé con un vernier electronico.

Se determinaron las concentraciones séricas de LCN2 mediante ELISA. Los datos




se analizaron con pruebas paramétricas usando el software Graphpad.
Resultados: Se encontro un incremento de LCN2 en el suero de los ratones con
periodontitis y periodontitis con DM2 en comparacion con los ratones que solo
presentaban DM2 y en relacion con los ratones Intactos. También se encontraron
altos niveles de LCN2 en los ratones del grupo P. Encontramos una correlacion
negativa entre los niveles de LCN2 y el consumo de alimento en los grupos intactos,
con P y DM2. Y una correlacion positiva en las concentraciones de LCN2 y el nivel
de la altura 6sea en los ratones del grupo P, mientras que en el grupo DM2+P las
altas concentraciones de LCN2 se relacionaron con un aumento del consumo de
alimento y con una menor pérdida de la altura 6sea. Conclusiones: Los niveles de
LCN2 se incrementan en la DM2 y Periodontitis, la concentracion es aun mayor
cuando estas dos enfermedades van juntas. En los ratones con DM2 y Periodontitis,
la LCN2 presenta alteraciones en su funcién de disminuir el apetito, lo que indica
gue esta proteina podria jugar un papel importante en la relaciéon bidireccional de la
DM2 y la Periodontitis.

PALABRAS CLAVE: lipocalina 2; diabetes mellitus 2; periodontitis cronica;

enfermedades metabdlicas.




ABSTRACT

Introduction: Lipocalin 2 (LCNZ2) is a protein synthesized by renal tubular cells that
belongs to the lipocalins, a group of small lipophilic carrier molecules; such as
steroids, lipopolysaccharides, iron and fatty acids in circulation. Altered expression
of LCN2 has been assigned to critical roles in various pathological conditions.
Recent studies have identified the participation of LCNZ2 in energy metabolism since
it's highly expressed in adipose tissue, especially in pathological states such as
obesity, type 2 diabetes mellitus (DM2) and periodontitis (P). This suggests that this
could be a potential biomarker and/or therapeutic target in metabolic and
inflammatory diseases. It’s known that LCN2 plays an important role in the regulation
of appetite, which means that at higher concentrations of LCN2, there is less
appetite, and at lower concentrations there is more appetite, it’s also known that
LCN2 is involved in the progression of insulin resistance . However, its expression
in periodontal tissues when DM2 is present remains unclear due to the lack of
conclusive studies covering its function and relationship in this specific context.
Objective: In this study, our objective was to explore the relationship between serum
concentration of LCN2 and food consumption in mice of the C57BL/6 strain in which
DM2 and periodontal disease were induced. Material and methods: 4-week-old
male mice of the C57BL/6 strain were used, divided into four experimental groups
(n=3 per group): intact controls, with periodontitis (P), with DM2, and with type 2
diabetes and periodontitis. (DM2+P). These last 2 were given a hypercaloric diet,
they were also injected with low doses of streptozotocin (STZ). All study groups were
measured for food intake in grams and calories every day and night throughout the
whole experiment. Subsequently glucose and insulin tolerance curves were
performed to determine the establishment of DM2 at 12 weeks. At 19 weeks of age,
a ligature was placed on the maxillary second molar for the induction of periodontitis.
At week 21, bone loss was measured with an electronic vernier. Serum
concentrations of LCN2 were determined by ELISA and statistical parametric tests
were performed to analyse the obtained data using Graphpad software. Results: An
increase in LCN2 was observed in the serum of mice with periodontitis and

periodontitis with DM2, compared to mice with only DM2 and relative to Intact mice.




High levels of LCN2 were also found in mice from the P group. We observed a
negative correlation between LCN2 levels and food intake in the intact, P and DM2
groups. And a positive correlation in the concentrations of LCN2 and the level of
bone height in the mice of the P group, while in the DM2+P group the high
concentrations of LCN2 were related to an increase in food intake and a lower loss
of bone height. Conclusions: LCN2 levels are increased in DM2 and Periodontitis,
the concentration is even higher when these two diseases go together. In mice with
DM2 and Periodontitis, LCN2 shows alterations in its function of reducing appetite,
which indicates that this protein could play an important role in the bidirectional

relationship between DM2 and Periodontitis.

KEY WORDS: lipocalin 2; diabetes mellitus 2; periodontitis; metabolic diseases.




INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), es uno de los trastornos metabdlicos mas
comunes en México y en el mundo. La DM2 es causada por una combinacion de
dos factores principales: secrecion defectuosa de insulina por parte de las células 3
pancreéticas y el desarrollo de resistencia a la insulina en los tejidos periféricos. Los
efectos en los mecanismos implicados en la liberacion, captacion o actividad de la
insulina pueden conducir a un desequilibrio metabdlico responsable del desarrollo

de la enfermedad. (1).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) Desde 2014, hay alrededor de
422 millones de personas con diabetes. Siendo que la DM2 abarca el 90% de los
casos. La prevalencia total de la DM2 aumenta de forma significativa en relacion
con la edad y alcanza cifras de entre 10-15% en la poblacién mayor de 65 afios (2).
La DM2 es una enfermedad grave que puede afectar los ojos, el corazon, los

nervios, los riflones y a nivel oral, el periodonto. (3)

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica comun de la cavidad bucal,
mediada por microorganismos anaerobios especificos que provocan la activacion
de las células del sistema inmune encargadas de producir citocinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-17, prostanoides como la prostaglandina E2 y
metaloproteasas de la matriz (MMP’s) cuya presencia contribuye a la destruccion
progresiva e irreversible de las fibras de colagena del ligamento periodontal y la
reabsorcion del hueso alveolar, con formacion de bolsas periodontales, recesion
gingival o ambas. La periodontitis, es una condicion con una alta prevalencia, ya
gue afecta del 10-15% de la poblacién adulta y tiene un impacto negativo en la
calidad de vida de quien la padece (4). Existe una relacion bidireccional entre el
grado de hiperglucemia y la gravedad de. la periodontitis. Los mecanismos que
sustentan los vinculos entre estas dos condiciones no se comprenden
completamente, pero involucran aspectos del funcionamiento inmunolégico, la
actividad de los neutrofilos y la biologia de las citocinas proinflamatorias

incrementadas. (5).




En estudios recientes se ha identificado que la expresion de LCN2 regula el
metabolismo energético, la resistencia a la insulina, pero también tiene influencia en

la inflamacion sistémica cronica de bajo grado en la DM2. (6)

La LCN2 o también llamada lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos
(NGAL) es una glucoproteina de 25 kDa producida por neutrdéfilos, adipocitos,
macrofagos, hepatocitos, células renales y osteoblastos. La LCN2 esta involucrada
en una amplia variedad de procesos, y su funcion es dependiente del microambiente
donde se produce vy el ligando al que se une (7). Se sabe que puede unirse a la
metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) para incrementar su estabilidad y actividad lo
cual es importante para la extravasacion de neutrdfilos, asi como para la invasion y
metastasis del cancer (8). También tiene efectos proinflamatorios ya que es capaz
de dirigir la infiltracion de células inmunes, influye en la polarizacion hacia un perfil
inflamatorio M1, promueve la formacién de células espumosas, la expresion del
inflamosoma NLRP3 y se considera una proteina secuestradora de hierro en la
respuesta inmune innata antibacterial (9). Estudios mas recientes han descrito la
participacion de la LCN2 en el metabolismo energético ya que es altamente
expresada en el tejido adiposo, especialmente en estados patolégicos como la

obesidad y la DM2 porgue es fuertemente inducida por el TNF- a e IFN- y (10)

La LCN2 al ser una proteina secretada por neutrdéfilos, adipocitos, macréfagos,
hepatocitos, células renales y osteoblastos (11), en conjunto con otros factores
(estrés, falta de ejercicio) esta implicada en diversas enfermedades metabdlicas

como la DM2, la obesidad o la osteoporosis.

Ahora bien, referente a la funcion metabdlica de la LCN2, se le han atribuido
capacidades tanto perjudiciales como beneficiosas en enfermedades metabdlicas.
La inflamacion metabdlica, como se observa en la diabetes y la obesidad, se ha
asociado estrechamente con el alza de LCN2 en el plasma sanguineo y otros
tejidos, tanto en humanos como en roedores, lo que sugiere su papel pro-diabético
y pro-obesogénico. Por el contrario, otros estudios implican un papel antidiabético y
anti-obesogénico de la LCN2, por el cual una deficiencia en el gen LCN2 da como

resultado el deterioro de la sensibilidad a la insulina y mejora la expansion de grasa




inducida por una dieta rica en grasas (12). Es por este motivo que entender los
mecanismos de accion de dicha lipocalina podria acercarnos a un mejor
entendimiento y posibles tratamientos preventivos para enfermedades tan

frecuentes como la DM2.

La LCN2 derivada del tejido 6seo regula el metabolismo energético, pues es un
organo endocrino que regula la ingesta de alimentos (13) también es capaz de
regular el desarrollo, integrar la funcidon de diversos 6rganos y tejidos y coordinar los
procesos metabolicos del organismo mediante la sintesis y liberacién de hormonas
secretadas a la circulacion. El remodelado 6seo requiere de un gran y continuo
suplemento de energia para las células 6seas. Para cubrir este gran coste
energético, debe existir una corregulacion entre el metabolismo energético y el
hueso. En otras palabras, el remodelado 6seo puede jugar un papel importante en
como la glucosa y la energia son manejadas por el cuerpo. Es asi como la LCN2
secretada por los osteoblastos suprime el apetito y disminuye la masa grasa al

tiempo que mejora el metabolismo de la glucosa. (14, 15)

En este trabajo nos centraremos en investigar la relacion de las concentraciones de
la LCN2 y el consumo de alimento en ratones C57BL/6 con enfermedad periodontal
y DM2.




MARCO TEORICO

Antecedentes

Desde el afio 2012 se han realizado algunas investigaciones con respecto a la
participacion de la LCN2 como mediador de la destruccion del tejido conjuntivo y del
hueso; asi mismo se han realizado varios estudios sobre la colaboracion de la LCN2
en el desarrollo de la diabetes, sin embargo, a la fecha no existen estudios
contundentes que abarquen la funcion, relacion y la expresion de la LCN2 en los

tejidos periodontales en la DM2.

En un estudio similar a este tema, realizado en 2022 por Merve Ceylan et.al, se
evaluaron los niveles en liquido crevicular gingival (GCF) de: LCN2, Sema3A y
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) en pacientes periodontalmente sanos (H),
gingivitis (G) y periodontitis (P), y sus cambios después del tratamiento periodontal
no quirdrgico. La terapia periodontal no quirdrgica dio como resultado una mejora
significativa de todos los parametros clinicos y disminuciones significativas de los
niveles de GCF LCN2 y TNF-a, en comparacién con el valor inicial por lo que se
encontro que los niveles de LCN2 y TNF-a en GCF se correlacionan con parametros
clinicos y podrian resultar atiles como herramientas de deteccion no invasivas para

la periodontitis.

Asi mismo se ha observado que en pacientes con DM2 y periodontitis las
concentraciones de LCN2 en liquido gingivocrevicular, suero y fluido lagrimal son
mayores que en pacientes sanos (16). De forma similar, se han encontrado
concentraciones elevadas de LCN2 en muestras de orina de pacientes con DM2 y
estas tienen una correlacion positiva fuerte con parametros clinicos de periodontitis,
tales como la presencia de sangrado al sondeo y el nimero de bolsas periodontales.
Es importante resaltar que en estos estudios se ha reportado que el incremento de
LCN2 se asocia a una mayor severidad de la periodontitis y niveles de glucosa
elevados (17)

Debido a que los AGE’s son un componente importante en el desarrollo de las

complicaciones de la DM2, se ha estudiado su influencia en la expresion de LCN2



https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Ceylan%2C+Merve

durante la periodontitis. En un estudio in vitro se determiné que los AGE'’s en
presencia de un estimulo bacteriano inducen la expresion de LCN2 e IL-6 en células
epiteliales gingivales de humano, a través de la sefializacion de MAPK y NF-kB. De
forma interesante, el uso de un anticuerpo inhibidor de los receptores de AGE’s
(RAGE’s) disminuy¢ la expresion de LCN2 en estas células, por lo que se sugiere
gue esta molécula tiene un papel sumamente importante en la relacion bidireccional
de la DM2 y la periodontitis (18), sin embargo, hasta el momento no se ha visto la

relacion de la funcién anoxigénica de LCN2 en la periodontitis asociada a la DM2.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la relacion de las concentraciones séricas de la LCN2 con la ingesta de

alimento de ratones con Periodontitis y DM2
Objetivos especificos

En ratones sanos y con DM2 a los que se les indujo periodontitis en los molares

maxilares:

1. Medir las caracteristicas somatométricas.

2. Medir la ingesta alimentaria.

3. Caracterizar el perfil glucémico.

4. Medir la pérdida 6sea alveolar.

5. Determinar la concentracion sérica de LCN2.

6. Relacionar estadisticamente las concentraciones de LCN2 con la ingesta
alimenticia y la pérdida 0sea alveolar.




HIPOTESIS

Las concentraciones de LCN2 sérica se relacionaran negativamente con el

consumo de alimento de ratones con periodontitis asociada a la DM2.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio.

El estudio fue de tipo experimental, comparativo, transversal y prospectivo. Los
procedimientos experimentales se realizaron en el Laboratorio de Investigacion
Odontolégica, Seccién de Inmunidad Oral y Regulacion Osea, FES lztacala de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Modelo experimental: Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 obtenidos

del bioterio de la FES lIztacala, UNAM de 4 semanas de edad. Los ratones se
mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con acceso libre de agua y
alimento. Se dividieron en seis grupos experimentales (n=3 por grupo): controles

intactos, con periodontitis, con DM2 y con DM2 y periodontitis.

Induccion de DM2: Se administré una dieta hipercalérica (para provocar obesidad

y resistencia a la insulina desde las 4 semanas y hasta el momento del sacrificio) y
por la inyeccion de bajas dosis de estreptozotocina (STZ) (durante 7 dias a partir de
las 10 semanas de iniciada la dieta) de acuerdo con lo reportado por Yu et al., 2017;
esto con el objetivo de provocar una deficiencia parcial de insulina que se asemeja
a lo presentado en la DM2. En concreto, el primer dia se administré una dosis de
50mg/Kg y los dias 2-7 una dosis de 25mg/Kg. Los ratones se consideraron
diabéticos al alcanzar una concentracién de glucosa en ayunas >250mg/dL y

resistencia a la insulina.

Monitoreo del desarrollo de DM2. Se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa

e insulina al cumplir 9 semanas de edad, 3 dias previos al tratamiento con STZ, a
las 12 y 13 semanas de edad y antes del sacrificio. Para la toma de glucosa, los
ratones se sometieron a ayuno durante 4 a 6 horas previas a la obtencion de
muestras de sangre, siempre en los mismos horarios: 9:00 a.m. a 15:00 p.m. Esto

se realiz6 mediante una pequefia incisién en la vena caudal y posteriormente se




midio la glucosa con ayuda de un glucémetro (Accu-Check). De la sangre restante
se obtuvo el suero sanguineo por medio de centrifugacion y se midieron los niveles

de insulina con el kit “Insulin Mouse ELISA Kit” (Thermo Fisher).

Induccion de periodontitis: A las 19 semanas de edad se anestesiaron a los

ratones con una solucion de ketamina (10mg/ml) y xilacina (1mg/ml) via
intraperitoneal (0.1ml/10g de peso de raton) para colocar una ligadura conforme a
lo establecido por Abe y cols. (2013), en los segundos molares superiores
insertando una sutura a través de los espacios interproximales y anudando la
ligadura por la cara vestibular del segundo molar usando sutura de seda 6-0
(Atramat®)

Obtencién de muestras: Se sacrificaron a todos los grupos a las 21 semanas de

edad mediante sobredosis de CO2y se recupero la sangre periférica y los maxilares

Unos hemimaxilares se tomaron para su analisis morfométrico.

Medicién de la pérdida 6sea alveolar: La medicion de la pérdida 6sea se realizo

conforme a los establecido por Hasturk et. al (2006). Brevemente, los hemimaxilares
se hirvieron durante 10 minutos para facilitar la remocion de los tejidos blandos, se
blanquearon durante 5 minutos en cloro concentrado y se sumergieron durante 15
minutos en una solucion de eosina 0.5% y azul de metileno 1%. Finalmente se
lavaron y cepillarén por 5 minutos en agua corriente para remover el exceso de
colorante. Se medi6 la pérdida 6sea alveolar tomando como referencia inicial la
union cemento-esmalte y hasta la cresta 6sea alveolar en la superficie bucal y
palatina de los tres molares presentes. Esto se hizo con ayuda de un explorador
endoddntico con un tope de silicon que sera posicionado tanto en los surcos como
en las cuspides. La distancia obtenida se transporté a un calibrador vernier
analdgico de precision 0.02mm y expresada en milimetros (14394, TRUPER®).




Cuantificacién de LCN-2: Se utilizo una placa de 96 pozos de fondo plano

precubierta con anticuerpo de captura especifico para para LCN2. Se construyd la
curva estandar a partir de 0 y hasta 5000 pg/mL. En la placa se colocaron 50uL de
amortiguador de ensayo B y se agregaran 50 pL de las diluciones estandar y de
muestra. Se incubo por 2 h, a temperatura ambiente y con agitacion leve. Se lavo la
placa 4 veces. Se agrego 100 pL de Anticuerpo de Deteccion y se incubo por 1 h, a
temperatura ambiente y con agitacion leve. Se lavo la placa 4 veces. Se agrego 100
pL de Estreptavidina-HRP y se incubo por 30 min, a temperatura ambiente y con
agitacion leve. Se lavo la placa 5 veces. Se agrego 100 pL de solucién sustrato y se
incubo la placa por 15 min, a temperatura ambiente y protegido de la luz. Se puso
100 pL de Solucién Stop y se leyd la placa a 450 nm con una correccién de longitud
de onda de 570 nm,

Andlisis estadistico.

Los datos experimentales se analizaran usando el programa estadistico Graphpad
Prism 8. Se aplic6 una prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba de

Tukey post hoc. Se consideré estadisticamente significativo con un valor de p<0.05.

Se realizaron analisis de correlacion de Pearson entre la concentracion de LCN2
con la ingesta de alimentos y la pérdida 6sea alveolar, se considerd correlacion

positiva si r= 0<1; o correlacién negativa si r= -1 <0.
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1. RESULTADOS DEL CONSUMO DE ALIMENTO.
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FIGURA 1. RESULTADOS DEL CONSUMO DE ALIMENTO EN GRAMOS.

A) Resultados del consumo diurno de alimento en gramos desde la semana 8 hasta la semana 21 de edad.
B) Resultados del consumo nocturno de alimento en gramos desde la semana 8 hasta la semana 21 de edad.

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05 (Vs Intactos) y #=P<.000 (Vs Periodontitis)

A). GRAMOS DE COMIDA CONSUMIDOS POR SEMANA (DIURNO): La
combinacion de DM y periodontitis no modifica la ingesta diurna de alimentos, estos
datos son trascendentales porque el monitoreo en la relacibn consumo de
alimento/enfermedad nos ayudo a entender el mecanismo de accion de la LCN2
frente a enfermedades metabdlicas. En esta figura se representa el consumo
semanal de alimento en los ratones, donde es notable que al inicio del experimento
todos ellos presentan un consumo de alimento similar entre si, porque hasta la

semana 8 y 9 ningun grupo habia desarrollado enfermedad alguna. Los ratones con




dieta hipercaldrica (DM2 y DM2+P) consumian solo unos gramos mas en relacion
con los intactos. Los resultados mostraron que es a partir de la semana 12 en donde
dos de los grupos inducidos con DM2, gradualmente comienzan a mostrar un
incremento en su consumo de comida, alcanzando su pico mas alto en la semana
16 con el grupo DM2, seguido del grupo DM2+P. Con respecto al grupo de ratones
con periodontitis, observamos una disminucion discreta con relacién a los intactos
a partir de que se les coloco la ligadura, este comportamiento se repite con el grupo
DM2+P en el mismo periodo de tiempo, mientras que los DM2 se mantienen
elevados. La razén de esta caida en los ratones con Periodontitis puede tener
motivos como: la molestia a la ligadura, o el dolor causado por la inflamacién

periodontal al comer.

B). GRAMOS DE COMIDA CONSUMIDOS POR SEMANA (NOCTURNO): En la
figura B, se muestran los resultados de consumo nocturno en gramos de nuestros
4 grupos experimentales, lo primero que observamos fue un mayor consumo de
alimento en la noche, comparado con lo observado en lo diurno debido a que los
ratones son animales nocturnos. En primera instancia vemos que los ratones comen
en relacion a su crecimiento, sin embargo, el grupo con DM2 tuvo un mayor
consumo de alimento en comparacion con el grupo de los intactos incluso antes de
desarrollar diabetes, este comportamiento perdura hasta la semana 13, donde una
vez que son diabéticos comienzan a comer menos, hasta que en la semana 16 el
descenso es drastico en los grupos DM2 y DM2+P, mientras que los grupos Intactos
y los Periodontitis se mantienen estables. Llama la atencion que, una vez colocada
la ligadura, el grupo DM2+P aumenta su consumo en la ultima semana de vida,
similar al grupo con solo DM2. Esto nos habla de que la DM2 con o sin presencia
de periodontitis, aumenta el apetito del organismo, una vez que el equilibrio

metabalico se ha visto permanentemente dafiado.
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2. RESULTADO DE CONSUMO DE KILOCALORIAS
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FIGURA 2. RESULTADOS DEL CONSUMO DE ALIMENTO EN KCAL.

A) Resultados del consumo diurno de alimento en kcal desde la semana 8 hasta la semana 21 de edad. Se
muestra la media y error estdndar de la medicion de comida ingerida en kilocalorias durante el dia.

B) Resultados del consumo nocturno de alimento en kcal desde la semana 8 hasta la semana 21 de edad. Se
muestra la media y error estdndar de la medicion de comida ingerida en kilocalorias durante la noche.

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05 (Vs Intactos) y #=P<.000 (Vs Periodontitis)

A). KILOCALORIAS CONSUMIDAS POR SEMANA (DIURNO): Si bien el consumo
en gramos no muestra disparidad contundente entre los 4 grupos, debemos
considerar el contenido calorico de los alimentos. En esta figura (2 A) apreciamos
dicha diferencia de forma separada. Los dos grupos con dieta hipercalérica (DM2 y
DM2+P), consumen tres veces el contenido calérico que los grupos con dieta normal
(Intactos y P).

*#
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A).

B). KILOCALORIAS CONSUMIDAS POR SEMANA (NOCTURNO): En el consumo
nocturno de calorias podemos notar como nuevamente, los ratones DM2 son
quienes consumen mas calorias, con muy poca diferencia de los DM2+P puesto
que al final se ven igualados, la conducta es igual entre los grupos Intactos y P,

donde no se observa una diferencia significativa con respecto a los intactos.

Es importante observar que una vez inducida la DM2 el consumo continué en un
ascenso constante, en el caso de la ligadura observamos un consumo con una

pequefia variacion a la baja.

3. PESO Y CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL DE LOS RATONES

PESO DE LOS RATONES POR SEMANA B). CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL
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FIGURA 3. PESO POR SEMANA Y CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL DE LOS RATONES.

A) Se muestra la media y desviacion estdndar del peso de los ratones semanalmente; antes de enfermar, al
desarrollar DM2 y al colocdrseles la ligadura.

B) Se muestran resultados de la medicion de circunferencia abdominal en los 4 grupos experimentales
tomando en cuenta la barra de error.

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05 (Vs Intactos) y #=P<.0001 (Vs Periodontitis) y
&=P<.0001 (Vs DM_2).
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A). PESO SE LOS RATONES POR SEMANA: Respecto al peso, obtuvimos
resultados interesantes (Figura 3 A). Observamos que antes de la semana 12
tenemos un aumento gradual de peso en todos los grupos que se consideraria
normal por el crecimiento paulatino de los ratones, a partir de que se promueve la
diabetes en los 2 grupos de estudio con DM2, estos tienen un aumento significativo
que rompe el equilibrio, sin embargo se presenta una diferencia grande entre el
grupo DM2 y DM2+P a la semana 14, donde DM2 pierde peso, mientras que DM2+P
aumenta de una forma exacerbada y nunca recupera sus niveles normales con
respecto a los intactos, a partir de la semana 17 los DM2 también aumentan de
peso, sin embargo no son diferentes al grupo intacto. El grupo Periodontitis, por el
contrario, mantiene un peso bajo durante todo el proceso, y este se ve aun mas

disminuido después de la colocacién de la ligadura.

B). CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL: Durante la medicion de circunferencia
abdominal de los ratones, se observa un aumento gradual relacionado a su
crecimiento corporal natural, como era l6gico esperar, los grupos DM2 y DMA2+P
obtuvieron un crecimiento abdominal mas alto y mas acelerado debido a su tipo de
dieta en comparacion a los ratones con dieta normal. De entre todos los grupos, los
P obtuvieron menos circunferencia abdominal, sin embargo, no estan demasiado

alejado de la normatividad.
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4. RESULTADOS DE IMC

A). INDICE DE MASA CORPORAL.
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FIGURA 4. RESULTADOS DEL INDICE DE MASA CORPORAL.

A) Se muestran la media y desviacion estdandar de la medicion de IMC en los 4 grupos experimentales.

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05 (Vs Intactos) y #=P<.0001 (Vs Periodontitis).

A). Estos resultados nos muestran una diferencia de masa corporal mas
pronunciada en el grupo DM2+P en relacion con los DM2, siendo ain més evidente
en comparacion a los intactos, mientras que el grupo P mantuvo los niveles mas
bajos de IMC.
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5. RESULTADOS DE GLUCOSA Y CONCENTRACION DE INSULINA.

A) GLUCOSA POR SEMANA. B) CONCENTRACION DE INSULINA
GLUCOSA . Concentracion de Insulina
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FIGURA 5. GLUCOSA POR SEMANA Y CONCENTRACION DE INSULINA
A) Se muestra la media y desviacion estdndar del nivel de glucosa en sangre semanalmente destacando
la semana donde desarrollaron diabetes, y la semana donde se colocd la ligadura.

B) Se muestran diferencias significativas y mdrgenes de error al andlisis de concentracion de insulina en
los 4 grupos experimentales

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05, **=P<.005, ***=P=.001 Y ****=P<0001. (Vs
Intactos).

A). GLUCOSA: Los grupos con DM2 presentan un incremento en el nivel de
glucosa, el grupo periodontitis (figura 5 A). En las pruebas de glucemia, tomando de
referencia los niveles fisiol6gicos de 200mg/dl de glucosa en sangre en ratones,
observamos un nivel de glucosa similar en todos los grupos, con una evidente alza
en los grupos diabéticos una vez inducida la enfermedad, durante la cual estos 2
grupos de estudio llegaron a 350mg/dl y a partir de la colocacion de la ligadura, el
grupo DM2+P alcanz6 los 400mg/dl, marcando una notable diferencia con los

ratones DM2, quienes se mantuvieron en 350mg/dl durante todo el experimento,

15




esto nos sugiere que la presencia de la periodontitis en el transcurso de la DM2
exacerba la hiperglucemia si lo comparamos con un organismo gue solo presenta
DMZ2. El grupo P por su parte, no presento ningun indicio de desequilibrar los niveles

de glucosa en sangre.

B). CONCENTRACION DE INSULINA: Los dos grupos con DM2 muestran una
disminucién en la concentracion de insulina en relacion a los intactos (figura 5 B).
Cuando analizamos la concentracion de insulina en los 4 grupos advertimos que a
comparacion de los pardmetros normales en los ratones intactos, el grupo de
ratones con periodontitis obtuvo valores mas bajos que el resto de los grupos,
seguido por el grupo DM2+P, a diferencia del grupo DM2, que si bien también
presentd una concentracion de insulina por debajo del rango saludable, no se vio
tan disminuida como los otros dos grupos, esto nos sugiere que la presencia de
periodontitis en el sistema (este acompafiada o no por DM2), parece alterar de

alguna manera los niveles de insulina en sangre.
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6. RESULTADOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA.
A)

RESISTENCIA A LA INSULINA
s |

150 . >

&

-
o
2

HOMA-IR (A.U.)
o
S

Intactos P DM2 DM2+P

FIGURA 6. RESULTADOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

A) Se muestran las diferencias significativas y barras de error en la prueba HOMA-IR para determinar la
resistencia a la insulina en los 4 grupos de investigacion.

Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05, **=P<.005 (Vs intactos)

A). Después de medir la concentracién de insulina se realizé un estudio HOMA-IR
para determinar el nivel de resistencia a la insulina en los organismos de los 4
grupos de ratones, desde luego, los grupos DM2 Y DM2+P presentaron una

resistencia mucho mayor comparados al grupo de ratones intactos
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7. RESULTADOS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (12 Y 21 SEMANAS)

A) TOLERANCIA A LA GLUCOSA B) TOLERANCIA A LA GLUCOSA
(12 SEMANAS) (21 SEMANAS)
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FIGURA 7. TOLERANCIA A LA GLUCOSA A LAS 12 Y 21 SEMANAS.

A). Se muestran resultados de los 4 grupos a la medicion de tolerancia a la glucosa durante la semana 12
del experimento, es decir cuando desarrollaron DM2 asi como su barra de error.

B). Se muestran resultados de los 4 grupos a la medicion de tolerancia a la glucosa durante la semana 21

del experimento, justo antes de la culminacion del mismo, marcando su barra de error.

En los estudios de tolerancia a la glucosa se observo que los grupos diabéticos
presentan una menor tolerancia a la glucosa, mientras que los grupos sin diabetes
son capaces de disminuir los niveles de glucosa con respecto al tiempo hasta
alcanzar los niveles normales de glucosa después del bolo de glucosa. Este
comportamiento se mantuvo desde la semana 12 (fig 7 A) cuando desarrollaron
DM2, hasta la semana 21( fig 7 B), cuando el grupo periodontitis ya tenia 3 semanas

con la enfermedad.
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8. RESULTADOS CURVA DE TOLERANCI A LA INSULINA (13 Y 21

SEMANAS)
A) CURVA DE TOLERANCIA A B) CURVA DE TOLERANCIA A
LA INSULINA (13 SEMANAS) LA INSULINA (21 SEMANAS)
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FIGURA 8. CURVAS DE TOLERANCIA A LA INSULINA A LAS 13 Y 21 SEMANAS.

A) Se muestra la barra de error de los 4 grupos a la medicion de tolerancia a la insulina durante
la semana 13 del experimento.

B) Se muestras los resultados en minutos de los 4 grupos a la medicidn de tolerancia a la insulina

durante la semana 21 del experimento, antes de la culminacion del mismo, tomando en cuenta
la barra de error.

A). CURVA DE TOLERANCIA A LA INSULINA (13 SEM): Se realiz6 también un
estudio de tolerancia a la insulina a las 13 semanas, es decir una semana después
de haber desarrollado DM2 en el caso de los dos grupos diabéticos, para poder
compararlos a los ratones intactos y con Periodontitis Se puede observar como los
grupos sin diabetes se mantienen en el margen de lo normal, mientras que los

grupos DM2 y DM2+P presentan una disminucion de la sensibilidad a la insulina,
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siendo el grupo DM2+P quien presenta mayor resistencia a la insulina, esto

evidenciado por la resistencia a disminuir los niveles de glucosa.

B). CURVA DE TOLERANCIA A LA INSULINA (21 SEM): Esta tolerancia a la
insulina volvié a medirse a las 21 semanas (semana del sacrificio), tres semanas
después de la induccion de periodontitis, no se encontraron cambios importantes,
el comportamiento continué siendo el mismo que a las 13 semanas. El grupo

DM2+P continu6 siendo el mas afectado en cuanto a la resistencia insulinica.
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9. RESULTADOS DE LCN2 EN SUERO POR SEMANA.
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FIGURA 9. RESULTADOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

A) Se muestra la medicion de la Lipocalina-2 en el suero de los 4 grupos experimentales antes, durante y
después de desarrollar DM2+ PC, asi como sus diferencias mds significativas.

v’ Las grdficas muestran la media mds-menos EEM. *=P<0.05 (Vs intactos) y #=P<.0001 (vs
Periodontitis)

La medicion de la LCN2 en el suero de los ratones se realizo en tres tiempos del
experimento; a las 9 semanas (antes del desarrollo de DM2), a las 15 semanas (3
semanas después de la induccion de DM2) y a las 21 semanas (3 semanas despueés
de la ligadura y antes del sacrificio) Al inicio del experimento observamos que los 4

grupos se encuentran con la misma concentraciéon de LCN2.
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En la semana 15, cuando se desarrolla la DM2, existe un aumento brusco de LCN2
en suero en los grupos DM2 y DM2+P, a partir de ese desbalance, esta no vuelve

a recuperar su nivel basal, comparado a los ratones intactos.

Un hallazgo trascendental en esta fase de la investigacion, es que los datos y la
grafica nos muestran que el grupo de periodontitis por si sola, aumenta de una

manera anémala el nivel de LCN2 en el suero.
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10. MEDICION DE LA PERDIDA OSEA VESTIBULAR.
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FIGURA 10. RESULTADOS DE LA MEDICION DE PERDIDA OSEA VESTIBULAR EN LOS MAXILARES DE LOS 4 GRUPOS

DE ESTUDIO

A) Se muestra margen Jseo alveolar del grupo intacto.

B), C) y D) Se muestra margen alveolar (rojo) en relacion a la superficie coronaria (amarillo) de cada grupo experimental.
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11. MEDICION DE LA PERDIDA OSEA PALATINA.
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FIGURA 11. RESULTADOS DE LA MEDICION DE PERDIDA OSEA VESTIBULAR EN LOS MAXILARES DE LOS 4 GRUPOS
DE ESTUDIO

A) Se muestra margen 6seo alveolar del grupo intacto.

B), C) y D) Se muestra margen alveolar (rojo) en relacién a la superficie coronaria (amarillo) de cada grupo experimental.
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MEDICION DE LA PERDIDA OSEA VESTIBULAR Y PALATINA

Al tomar las muestras de hueso maxilar de los ratones de cada grupo, pudimos
comparar las diferencias anatdbmicas con respecto a la pérdida 6sea que tuvieron
durante las 21 semanas. Observamos una resorcion 0sea grave principalmente en
los grupos P y DM2+P, con un indice significativamente mas alto en el grupo de los

ratones que presentaban ambas enfermedades (DM2 + P) (Figuras 10 Dy 11 D)

Por el contrario, resultd sorpresivo que el grupo DM2 no presentara una pérdida
Osea tan agresiva en relacion a los ratones intactos, a pesar de notarse una
resorcion horizontal moderada del hueso alveolar, los dientes no presentaron

perdida de insercion (Figuras 10y 11).
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12. MAPA DE CORRELACION PEARSON
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FIGURA 12. RESULTADOS DE MAPA DE CORRELACION PEARSON.

A) Se muestran los resultados de la correlacion Pearson, donde se comparan los 4 grupos de estudio con el
incremento de apetito, la concentracion de insulina en relacion al nivel de LCN2 y la pérdida dsea vestibular y
palatina. El color morado representa la correlacion negativa (Pr =-1) entre las variables, el color azul representa la
correlacion positiva (Pr=1) entre las variables

Al relacionar las concentraciones de LCN2 con el consumo de alimento observamos
que, en los ratones intactos, con P y DM2 existe una correlacion negativa, lo que
significa que a mayor concentracién de LCN2 menor consumo de alimento por la
inhibicion del apetito. Inesperadamente las concentraciones de LCN2 en los ratones
del grupo P se correlacionaron de forma positiva con el nivel de la altura 6sea.
Mientras que en los ratones con DM2+P las altas concentraciones de LCN2 se
relacionaron con un aumento del consumo de alimentos e imprevistamente con una
menor pérdida de la altura 6sea; de forma interesante la LCN2 elevada se relacioné

con la disminucién de la insulina.




DISCUSION

En este estudio se comprob6 que el consumo de alimento y los niveles séricos de
LCN2 si estan estrechamente relacionados; puesto que a menor concentracion de
LCNZ2 existe mayor apetito, y a mayor concentracion de LCN2, el apetito disminuye.
Sin embargo, cuando se afiade un factor de enfermedad metabdlica o inflamatoria,
los mecanismos de secrecidn de esta proteina parecen verse afectados, dando
como resultado un incremento no saludable en el nivel de LCN2 y perdiendo la

eficacia en su funcion como reguladora de apetito.

De forma inesperada, también se descubrié que la presencia de una enfermedad
inflamatoria como la periodontitis por si misma, logra alterar el equilibrio en la
secrecion de LCN2 al elevar sus niveles de una forma anormal; asi mismo se pudo
comprobar que la conjuncién de una enfermedad metabdlica como la DM2 y la
periodontitis, afecta de forma méas acentuada los niveles de LCN2, al aumentar

drasticamente la concentracion de esta proteina en el suero de los roedores.

Actualmente, el diagnostico periodontal se basa en criterios clinicos mas que
etioldgicos, lo cual proporciona una guia terapéutica limitada. El tratamiento causal
periodontal consiste en raspados, enjuagues antisépticos y, ocasionalmente,
antibioticos sistémicos, y se ha restado importancia a la intervencién quirdrgica,
excepto quizas para los tipos mas avanzados de periodontitis. Sin embargo, no
existen registro de un diagnéstico basado en la medicion de biomarcadores como
la LCN2, que ha demostrado verse alterada en presencia de esta enfermedad,
tampoco han surgido investigaciones contundentes sobre esta proteina que nos
acerquen a entender su participacion en esta y otras enfermedades inflamatorias y
metabdlicas, asi como la via por la cual esta podria dirigirse hacia una funcion
terapéutica del sistema.

En los dltimos afios, han surgido investigaciones respecto a los efectos que produce
la LCN2 en enfermedades no solo del tipo canceroso, sino también neurolégico y

metabalico, en estudios similares se relacion6 positivamente el incremento de la
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hiperglucemia en pacientes con DM2 y que ademas padecian de periodontitis, en

relacion con aquellos que solo tenian DM2.

En un estudio de loanna Mosialou., et al. (2017) (19) en el que se procuré mostrar
qgue los niveles séricos de LCN2 se correlacionan con los niveles de insulina, la
funcién de las células B, el indice de masa corporal y la resistencia a la insulina, se
encontro que silenciar la expresion de LCN2 empeora la disfuncion metabdlica en
ratones obesos genéticos e inducidos por la dieta. Por el contrario, el aumento de
los niveles circulantes de LCN2 mejora los parametros metabdlicos y promueve la
funcién de las células B en modelos de raton con falla de las células B, actuando
como un factor de crecimiento necesario para la adaptacion de las células 8 a una
mayor carga metabolica. Estos resultados indicaron que la regulacion positiva de
LCN2 es un mecanismo protector para contrarrestar la intolerancia a la glucosa

inducida por la obesidad.

No obstante, en este ramo metabdlico, no se ha estudiado especificamente la
relacion de las concentraciones de LCN2 en el periodonto como parte del sistema

gue se ve afectado al padecer enfermedades comunes como la diabetes.

Por esta razon el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el comportamiento de
la LCN2 en el suero de los ratones con inflamacion causada por la presencia de P
comparado a aquellos con DM2, y a los casos en donde estas dos enfermedades
se conjuntan en un solo modelo murino (DM2+P). Para determinar estos resultados,

se tomaron muestras biolégicas de los modelos experimentales murinos C57BL/6.

Inicialmente, se hallé un nivel mucho mas elevado de la proteina LCN2 en el suero
de los modelos que padecian DM2+PC simultaneamente, en comparacion a
aquellos, que solo padecian DM2. Sabemos que la LCN2 en un estado normal
fluctia durante el dia, disminuye cuando el cuerpo requiere energia obtenida de los
alimentos produciendo apetito, y aumenta cuando requiere que el organismo deje
de comer. Sin embargo, en procesos patolégicos como la obesidad, el equilibrio de
esta proteina se ve tan alterado, que aumenta de una manera poco saludable para
obligar al sistema a disminuir su apetito (20), y en casos donde el huésped no logra
controlar la ingesta de alimento a tiempo, este equilibrio se ve permanentemente

dafiado, ocasionando que la proteina no pueda volver a funcionar saludablemente
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lo cual suele dirigir al organismo a un deterioro aun mayor, provocando resistencia

a la insulina y pudiendo dirigir al desarrollo de diabetes (21).

En esta investigacion corroboramos que un aumento de la proteina LCN2 en el
suero de los ratones influye negativamente en su consumo de alimento,
disminuyendo el apetito. Mientras que una caida en la concentracion de la LCN2

esta directamente relacionada a un aumento positivo en la ingesta de alimento.

Asi mismo, se encontré una pérdida del hueso alveolar exacerbada en el grupo
DM2+P, estos resultados nos indicaron con claridad que la LCN2, sin duda se ve
aumentada anormalmente durante el curso de enfermedades como la DM2 y la
Periodontitis, sin embargo, los altos niveles de LCN2 se relacionaron con una mayor
altura 6sea, lo que habla del papel protector de la LCN2 en el tejido 6seo. Esto
coincide con lo reportado por: Delfina Costa et al. (2017) donde observaron que la
sobreexpresion de LCN2 en el hueso mejora el compartimento hematopoyético a
través de la modulacion del microambiente de la médula 6sea. (22)

Sin embargo, aquello que capturé nuestro interés de forma inesperada, fue el
hallazgo de que la periodontitis, sin ningun coadyuvante como la DM2, la obesidad
o una dieta hipercalorica, fue capaz de mantener el nivel de LCN2 casi tan alto como
lo hubo en un contexto de DM2. La trascendencia de este resultado es que, la
ruptura de este equilibrio metabdlico, del que solo se tenian antecedentes durante
la obesidad y DM2, parece estar sucediendo también en presencia de una
enfermedad inflamatoria como la Periodontitis, es decir, nos advierte que esta
enfermedad inflamatoria podria estar implicada en la desestabilizacion metabdlica,
y probablemente desempefie un papel interesante en la regulacién apetito, pues
como vimos en graficas pasadas, los ratones con periodontitis consumen una
cantidad menor de alimento y mantienen un peso e IMC menores en relacion a los

otros grupos.

Por otra parte, durante la evaluacion de la perdida 6sea, se pudo observar que el
grupo DM2, a pesar de haber presentado signos evidentes de destruccion
periodontal en comparacion a un modelo sano, estos no tuvieron la misma magnitud

qgue en el grupo DM2+PC, lo que podria proponer que, es la alza de la LCN2 en el
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proceso de PC quien en conjunto con la DM2 agrava de forma acelerada la
resorcion 0sea durante la DM2 y no la hiperglucemia por si sola. Sin embargo, no
se ha encontrado una correlacion directa entre la periodontitis y el incremento de la
LCN2, por qué esta proteina se encuentra incrementada en el transcurso de esta
enfermedad y de qué manera podria estar acrecentando la resorcion 0sea. Para

saber esto se requieren estudios mas especificos.

Segun nuestras investigaciones, hasta el momento ningun estudio ha evaluado el
efecto de los niveles séricos de la LCN2 en modelos con DM2+P simultaneamente
con el objetivo de entender su interaccion. Estadisticamente obtuvimos datos
significativos y los resultados obtenidos en este estudio indican que el papel de la
LCN2 es muy amplio y su funcién se ve implicada en multiples procesos biologicos
importantes, por lo cual, con las debidas investigaciones, el entendimiento de esta
proteina podria representar una alternativa importante para el diagndéstico y
tratamiento de enfermedades metabdlicas como la obesidad, la DM2 y sus
complicaciones tales como la periodontitis, fungiendo como una proteina que
vincula a la periodontitis y enfermedades sistémicas.
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CONCLUSIONES

La combinacion de DM2 vy Periodontitis, incrementa aun mas las
concentraciones de LCNZ2.

El aumento en la concentracion de LCN2 esta relacionado con la disminucion
del apetito y la secrecion de insulina.

La combinacion de DM2 y Periodontitis en un mismo individuo agrava la
perdida 6sea alveolar lo cual se relaciona con el incremento de LCN2

La periodontitis por si sola genera una ruptura del equilibrio metabdlico a nivel
sistémico.

La hiperglucemia no tiene un efecto tan destructivo a nivel periodontal, sin
embargo, al verse coadyuvado por la inflamacion periodontal, se agrava y

acelera el proceso de resorcion 0sea.
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