UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOMEDICINA

“ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE MIF EN PERIODONTITIS EXPERIMENTAL, PREVIO
Y DURANTE LA GESTACION EN UN MODELO MURINO”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

M en C. BETSAIDA JULIETA ORTIZ SANCHEZ

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MIRIAM RODRIGUEZ SOSA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA. UNAM

COMITE TUTOR: DRA. LETICIA MORALES LEDESMA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM

DR. LUIS ARTURO BAIZA GUTMAN
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA. UNAM

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, marzo 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOMEDICINA

“ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE MIF EN PERIODONTITIS EXPERIMENTAL, PREVIO
Y DURANTE LA GESTACION EN UN MODELO MURINO”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

M en C. BETSAIDA JULIETA ORTIZ SANCHEZ

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MIRIAM RODRIGUEZ SOSA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA. UNAM

COMITE TUTOR: DRA. LETICIA MORALES LEDESMA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM

DR. LUIS ARTURO BAIZA GUTMAN
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA. UNAM

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, marzo 2024



PSS L RADC

Sl BN AET] A &

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

OFICIO: CGEP/CPCB/FESI/0174/2024

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Subcomité de Biologia Experimental del
Posgrado en Ciencias Biolégicas, celebrada el dia 27 de noviembre de 2023 se aprobd el siguiente
jurado para el examen de grado de DOCTORA EN CIENCIAS de la estudiante ORTiZ SANCHEZ
BETSAIDA JULIETA con numero de cuenta 93535087 con la tesis titulada “ESTUDIO DE LA
INFLUENCIA DE MIF EN PERIODONTITIS EXPERIMENTAL, PREVIO Y DURANTE LA GESTACION
EN UN MODELO MURINO”, realizada bajo la direccién de la DRA. MIRIAM RODRIGUEZ SOSA,
quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DRA. ANA LILIA GARCIA HERNANDEZ

Vocal: DRA. GLORIA LUZ PANIAGUA CONTRERAS
Vocal: DR. JOSE LUIS MARAVILLAS MONTERO
Vocal: DR. JULIO CESAR CARRERO SANCHEZ

Secretario: DRA. LETICIA MORALES LEDESMA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 12 de febrero de 2024

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

c. c. p. Expediente del alumno
AGNS/GGM/EARR/ggm
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos Institucionales

Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM.

Durante la realizacién de la presente tesis de investigacidn se conté con una parte del apoyo de los

proyectos:

Universidad Nacional Auténoma de México, Direccidon General de Asuntos del Personal Académico
en su Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica (PAPIIT), proyecto

[IN-217021].

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONAHCyT), proyecto 152224,

Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia (COMECyT) proyecto [FICDTEM-2021-072]
Beca COMECyYT 2019

Apoyo PAEP para asistencia a Congresos y Cursos

Agradezco la asesoria brindada a lo largo del desarrollo de la presente tesis de Doctorado a mi

comité tutor:
Dra. Miriam Rodriguez Sosa
Dra. Leticia Morales Ledesma

Dr. Luis Arturo Baiza Gutman



Agradecimientos a titulo Personal

Jurado asignado por el comité del Posgrado en Ciencias Bioldgicas para la evaluacion del Presente

trabajo:

Presidente: Dra. Ana Lilia Garcia Hernandez
Vocal (1): Dra. Gloria Luz Paniagua Contreras
Secretario: Dra. Leticia Morales Ledesma
Vocal (2): Dr. José Luis Maravillas Montero
Vocal (3): Dr. Julio César Carrero Sanchez

Mtra. Imelda Juarez Avelar, Dra. Mdnica G. Mendoza Rodriguez, Dra. Yolanda I. Chirino, Dra. Gloria
Paniagua, Dr. Eric Monroy, Biol. Ulises Andrade, gracias por sus contribuciones para la realizacién

de este trabajo de Doctorado, por sus ensefianzas y apoyo.

Mil gracias a mi familia, mis padres Armando y Esther, mis hermanos Isaac y Armando, Isa y Bere,

mis pilares, mi gran apoyo en la vida, los amo infinitamente.

Dra. Miriam, gracias por su apoyo, dedicacidn, visidon y orientacién este objetivo alcanzado, parece
que fue apenas hace unos dias que esta aventura comenzé... Gracias por la oportunidad, por

haberme aceptado como su estudiante y ahora como su colaboradora, de corazén gracias.

Ime... muchas gracias por tu paciencia, por tus porras, tus regafios, tu guia, por ser siempre un

apoyo, pero sobre todo por tu amistad, eres una persona increible e importante en mi vida.
Dra. Mony, gracias por tu amistad, por ensefiarme y ayudarme con la biologia molecular.
Dr. JL, gracias por tu amistad, por confiar y apoyarme, por creer.

Lupita y Vero, gracias por aguantarme, cada una en su trinchera ha tenido que “lidiar” conmigo, su
apoyo y amistad ha permitido que alcance esta meta. Sin ustedes habria sido mucho mas

complicado, estoy eternamente agradecida.
Dra. Rossana, gracias por su apoyo y su confianza han sido de verdad invaluables.

Enrique, Fernanda, Andrés, Karminne, Mariana, Montserrat, mil gracias por su trabajo y dedicacién,

fueron un gran apoyo durante este proceso.



Thalia, Victor, Tona, Alicia, Alexia, Danae, Ulises, Vero, Daniel, Enrique, Sonia, y seguro olvido algun

nombre, gracias, compafieros y amigos, por el aprendizaje, por las vivencias y por coincidir en la vida

de ciencia.

Finalmente, gracias a la vida por la oportunidad de creer y crecer cada dia.



Dedicatoria

A mi familia que siempre me ha brindado su amor y apoyo.

Armando, Esther, Armando, Isaac y Sacky los amo infinitamente.

“... Cuando un hombre de ciencia busca conocimientos, aun no hallandolos en su totalidad, descubre

fragmentos muy importantes, que son precisamente los que constituyen la ciencia”

Claude Bernard (1865).

\



indice
Agradecimientos institucionales

Agradecimientos a titulo personal
Dedicatoria

indice

indice de figuras

Abreviaturas

Resumen

Abstract

1. Introduccion

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

2.2 Objetivos Particulares

3. Antecedentes

3.1 Microbioma Oral en |la enfermedad periodontal y la gestacidn

3.2 Respuesta inmune durante la enfermedad periodontal

3.3 Hormonas sexuales y la enfermedad periodontal

3.4 Factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) y la enfermedad periodontal

3.5 Metaloproteinasas (MMPs) en la enfermedad periodontal
4. Metodologia

5. Analisis estadistico

6. Justificacién

7. Hipdtesis

8. Resultados

8.1 Los tejidos periodontales de los ratones con periodontitis pregestacional
expresaron mas MIF en comparacién con los ratones con periodontitis

8.2 Los ratones Mif-/- desarrollaron menos signos clinicos en periodontitis
Pregestacional

8.3 La delecion de Mif disminuye el dafio de tejidos periodontales y reduce la

\

VI

12

14

16

17

17

18

18

19

19

VI



pérdida de insercion clinica (CAL) en periodontitis pregestacional

8.4 Los ratones Mif-/- muestras reorganizacion de las fibras de colagena

8.5 La periodontitis pregestacional inducida en ratones Mif-/- muestran
disminucién en la expresién de MMP-2 y MMMP-13 durante la gestacion
8.6 La periodontitis inducida en ratones Mif-/- expresan menores niveles
de citocinas inflamatorias

8.7 La periodontitis pregestacional en ratones Mif-/- presenta menor actividad
de MMP-13

8.8 La periodontitis pregestacional ratones Mif-/- presenta mayor actividad
de MMP-2

8.9 La periodontitis no aumenta la concentracién de IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-10
en suero

9. Discusion

10. Conclusién

11. Referencias Bibliograficas
12. Anexo | Articulo Requisito
13. Anexo Il Articulo Revisién

14. Anexo lll Técnicas

21

22

24

25

26

27

30

33

34

39

52

66

Vil



indice de figuras y cuadros

Fig. 1. Fig. 1. Expresidon de RNA de receptores tipo Toll (TLRs) en diferentes
células de tejidos periodontales

Fig 2. La periodontitis induce la expresion de MIF y el embarazo induce la
sobreexpresion del MIF en la enfermedad periodontal previa a la gestacidn.

Fig. 3. Los ratones Mif-/- desarrollan sintomas clinicos atenuados en la
enfermedad periodontal pregestacional

Fig. 4. Los ratones Mif-/- muestran menor dafio al tejido periodontal y pérdida de
insercion que los ratones wild-type en el modelo de periodontitis pregestacional

Fig. 5. La delecion del MIF favorece la conservacién del coldgeno y del epitelio
de la bolsa periodontal

Fig. 6. Los ratones Mif-/- inducidos por periodontitis pregestacional muestran
regulacién negativa de la expresion de MMP-2 y MMP-13 durante la gestacién

Fig. 7. La eliminacién de MIF disminuye la expresion de tnf-a e ifn-y pero no la
expresion de jl-17 en la periodontitis

Fig. 8. La periodontitis pregestacional presenta menor actividad de MMP-13 en
ratones Mif-/-

Fig. 9 La periodontitis pregestacional presenta mayor activacion de MMP-2 en
ratones Mif-/-

Fig. 10. La periodontitis no aumenta la concentracion de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10
en suero

18

19

21

22

24

25

26

27

29



Abreviaturas
EP

PT

MIF

WT

Mif-/-

PGPD

CTL
MMPs
MMP-2
MMP-13
TNF-at
IFN-y
Th-17
IL-6
IL-10
ELISA

IL-17
Treg
PAMPs
LPS
DAMPs
PRRs
TLR
NFkB
AP-1

MAPK

Enfermedad periodontal

Periodontitis

Factor de inhibicién de migraciéon de macréfagos
Silvestre

Deficiente de MIF

Periodontitis pregestacional (Pregestational periodontal
disease)

Gestantes (Pregnant)

Control

Metaloproteinasas

Metaloproteinasa 2

Metaloproteinasa 13

Factor de necrosis tumoral a

Interferény

Linfocitos T colaboradores 17

Interleucina 6

Interleucina 10

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas)

Interleucina 17

Linfocitos T reguladores

Patrones moleculares de los patégenos
Lipopolisacdaridos

Patrones moleculares de dafo

Receptores de reconocimiento de patrones
Receptores tipo Toll

Factor nuclear kB

Factor activador de la proteina 1

Proteina quinasa activada por mitdégenos



Mo
DCs
IL-1a
IL-1B
IL-8
MMP-1
MMP-3
IDO
TGF-B
MMP-3
RANKL
AO’s
GCs
CD74
histocompatibilidad clase Il
H&E
CAL
UCE
RFI

gPCR

Monocitos/macrofagos

Células dendriticas

Interleucina la

Interleucina 1B

Interleucina 8

Metaloproteinasa 1
Metaloproteinasa 3

Indoleamina 2,3-dioxigenasa
Factor de crecimiento transformante
Metaloproteinasa 3

Receptor activator of NF-kB ligand
Anticonceptivos orales
Glucocorticoides

Cadena invariante del complejo principal de

hematoxilina y eosina

Clinical Attachment Level

Unién cemento—esmalte
Unidades de fluorescencia relativa

PCR cuantitativa

Xl



Resumen

La enfermedad periodontal (EP) es una alteracién inflamatoria de los tejidos periodontales
de etologia heterogénea que afecta encia, ligamento periodontal, cemento radicular y
hueso alveolar, con la consecuente pérdida de insercidn clinica de los érganos dentarios. La
EP una de las enfermedades mas comunes, aproximadamente el 60% de la poblacion a nivel
mundial presenta algun grado de esta enfermedad. Esta condicidn afecta a mas de 23% de
mujeres en edades entre los 23 y los 54 afios, y se ha reportado presente en el 56% de las

mujeres gestantes.

Por otro lado, el factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina
proinflamatoria que se encuentra significativamente elevada en periodontitis, asi como al
inicio y al final de la gestacién. Aunque la periodontitis suele presentarse con mayor
gravedad durante la gestacién, no se ha establecido la participacion del MIF en el desarrollo
y severidad de la periodontitis durante la gestacion. Para profundizar sobre la participacién
de MIF en la exacerbacidn de la EP durante la gestacidn, en este estudio se desarrollé un
modelo murino de EP. Utilizamos ratones WT y Mif-/- con fondo genético BALB/c. Para
inducir la periodontitis (PT) se colocd una sutura nylon 6-0 alrededor del segundo molar
superior derecho. Para generar la periodontitis previa a la gestacion (PGPD) la PT fue
inducida dos semanas previas a la cruza. Evaluamos los cambios histolégicos, realizamos un
analisis histométrico de la pérdida de insercidn clinica, la expresidn y activacién de MMP-2
y MMP-13 por inmunofluorescencia y zimograma, asi como concentracion del factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, interferdn (IFN)-y, Interleucina (IL)-6 e IL-10 en suero por ELISA 'y

la expresién relativa in situ de mif, tnf-a, ifn-y e il-17por gPCR.

Nuestros resultados muestran que los tejidos periodontales de los ratones PGPD WT
producen 2 veces mas MIF, mientras que el desarrollo de la periodontitis en los ratones
PGPD Mif-/- es menos severa y producen menos citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IFN-y y menor expresion de la metaloproteinasa (MMP)-2 y MMP-13 con respecto a los

ratones PGPD WT.



Nuestros resultados sugieren que MIF es una citocina responsable de forma parcial de la
inflamacién asociada a la severidad de la periodontitis, y es esencial en la exacerbacién de
la periodontitis durante la gestacién, principalmente cuando esta patologia se desarrolla

previa a la gestacion.



Abstract

Periodontal disease (PD) is an inflammatory alteration of the periodontal tissues of heterogeneous
ethology that affects the gingiva, periodontal ligament, root cementum and alveolar bone, with the
consequent loss of clinical attachment of the dental organs. PD is one of the most common diseases;
approximately 60% of the world's population has some degree of this disease. This condition affects
more than 23% of women between the ages of 23 and 54 and has been reported to be present in

56% of pregnant women.

On the other hand, macrophages migration inhibitory factor (MIF) is a proinflammatory cytokine
that is significantly elevated in periodontitis, as well as at the beginning and end of pregnancy.
Although periodontitis usually occurs with greater severity during pregnancy, the participation of
MIF in the development and severity of periodontitis during pregnancy has not been established.
To delve deeper into the participation of MIF in the exacerbation of PD during pregnancy, in this
study a murine model of PD was developed. We used WT and Mif-/- mice on BALB/c genetic
background. To induce periodontitis (PT), a 6-0 nylon suture was placed around the upper right
second molar. To generate pregestational periodontal disease (PGPD), PT was induced two weeks
prior to the mate. We evaluated histological changes, performed histometric analysis of clinical
attachment loss (CAL), expression and activation of MMP-2 and MMP-13 by immunofluorescence
and zymogram, as well as concentration of tumor necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y,
interleukin (IL)-6 and IL -10 in serum by ELISA and the in situ relative expression of mif, tnf-a, ifn-y

and il-17 by gPCR.

Our results show that the periodontal tissues of PGPD WT mice produce 2 times more MIF, while
the development of periodontitis in PGPD Mif-/- mice is less severe and they produce less
proinflammatory cytokines such as TNF-a and IFN-y and lower expression of metalloproteinase

(MMP)-2 and MMP-13 compared to PGPD WT mice.

Our results suggest that MIF is a cytokine partially responsible for the inflammation associated with
the severity of periodontitis and is essential in the exacerbation of periodontitis during pregnancy,

mainly when this pathology develops prior to pregnancy.



1 Introduccion

La enfermedad periodontal (EP) es una alteracion inflamatoria de los tejidos periodontales
de etologia heterogénea que afecta a los tejidos periodontales: encia, ligamento
periodontal, cemento radicular y hueso alveolar, segln la nueva la nueva clasificacion de
enfermedades periodontales, la gingivitis, afecta Unicamente a la encia, mientras que la
periodontitis (PT), afecta a todos los tejidos periodontales y provoca principalmente la
destruccién de hueso alveolar, con la consecuente pérdida de insercidén clinica de los
organos dentarios (1, 2). Es una de las enfermedades mds comunes (3), en 2017
aproximadamente el 60% de la poblaciéon a nivel mundial presentaba algun grado de
enfermedad periodontal (4, 5), y en Latinoamérica el porcentaje reportado en 2016 fue de
hasta el 90% (6). En particular la gingivitis tiene una prevalencia de entre el 50% y el 94% en

adultos (7), mientras que, en México para el 2018, alcanzaba el 96.6% (8).

Para el desarrollo de la enfermedad periodontal contribuyen diferentes factores,
principalmente en la interaccidn entre la respuesta inmune del hospedero hacia el biofilm,
y esta respuesta puede ser modificada por predisposicidon genética y epigenética, factores
sociales, habitos como fumar, uso de alcohol y mala higiene oral (9), envejecimiento (10),
enfermedades sistémicas como obesidad, desnutricion (11), infecciones, diabetes tipo 1y

2.

De manera particular, la periodontitis en 2014 afectaba a mds de 23% de mujeres en edades
entre los 23 y los 54 afos, y se ha reportado su presencia en el 56% de las mujeres gestantes
(12). La gingivitis y periodontitis preexistentes pueden progresar durante la gestacion,
algunos estudios muestran que algunos parametros como indice de placa, profundidad al
sondeo, sangrado gingival se deterioran durante la gestacién, aunque presenten indices de
placa similares comparados con mujeres no gestantes (13). La gestacion es una condiciéon
gue modifica el perfil hormonal, pero poco se ha descrito sobre sus efectos sobre el
desarrollo de la periodontitis, aunque la interaccidn entre la concentracién de hormonas
gestacionales y la enfermedad periodontal parece ser bidireccional (14), durante la
gestacién las hormonas sexuales favorecen respuestas alteradas de las células inmunes, asi

como la modificacién de la microbioma lo que favorece el desarrollo de la enfermedad



periodontal. (Anexo Il: Ortiz-Sdnchez BJ, Legorreta-Herrera M, Rodriguez-Sosa M. Influence of
Gestational Hormones on the Bacteria-Induced Cytokine Response in Periodontitis. Mediators
Inflamm. 2021 Oct 18;2021:5834608. doi: 10.1155/2021/5834608. PMID: 34707462; PMCID:
PM(C8545568) (14).



2

2.1

Objetivos

Objetivo General:

Identificar la participacién del factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) en la

exacerbacion de la periodontitis experimental, previo y durante la gestacion en un modelo

murino

2.2

Objetivos Particulares:

Para alcanzar el objetivo general se desarrollaron los siguientes objetivos particulares en

ratones hembra WT y Mif-/-, con 4 grupos experimentales: periodontitis pregestacional

(PGPD), periodontitis (PT), gestantes (P) y control (CTL).

1.

Determinar si la ausencia de MIF influye en la severidad de la periodontitis
pregestacional.

Identificar el dafio tisular clinico e histoldgico a través de la medicién de la perdida
clinica de insercidn periodontal por el desarrollo de la periodontitis experimental
inducida previa a la gestacidn en ausencia de MIF en los diferentes grupos

experimentales.

Identificar las diferencias en la distribucidn del colageno por tincion de Masson en los
diferentes grupos experimentales.

Identificar la expresién local de MMP-2 y MMP-13, por inmunofluorescencia en los
diferentes grupos experimentales.

Cuantificar in situ los transcritos de citocinas proinflamatorias mif, tnf-a, ifn-y e il-17 por
gPCR en los diferentes grupos experimentales.

Determinar la actividad enzimatica de MMP-2 y MMP-13 por zimograma en los
diferentes grupos experimentales.

Determinar las concentraciones de citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 en suero por ELISA

en los diferentes grupos experimentales



3 Antecedentes

3.1 Microbioma Oral en la enfermedad periodontal y la gestacién

Uno de los factores preponderantes para el desarrollo de la enfermedad periodontal es el
microbioma (15), el cual se organiza en comunidades microbianas que forman biofilms,
estos se encuentran embebidos en matriz extracelular y exopolimeros, los cuales se
adhieren a las superficies mucosas y dentales de la cavidad oral (16). Las interacciones entre
especies microbianas pueden modificar el sinergismo microbiano, que cuando se altera el
equilibrio y se encuentra en disbiosis promueve el desarrollo de la enfermedad periodontal

(17).

El microbioma subgingival relacionado con la induccién de la enfermedad periodontal fue
revisado en el articulo de revisién, Ortiz-Sdnchez BJ, Legorreta-Herrera M, Rodriguez-Sosa
M. Influence of Gestational Hormones on the Bacteria-Induced Cytokine Response in
Periodontitis. Mediators Inflamm. 2021 Oct 18;2021:5834608. doi: 10.1155/2021/5834608.
PMID: 34707462; PMCID: PMC8545568 (14).

Sin embargo, durante la gestacién el microbioma se encuentra en disbiosis y se vuelve
patdgeno, lo cual se puede revertir durante el periodo de posparto. La mayoria de los
estudios mencionan abundancia de anaerobios como Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Fusobacterium
nucleatum y Actinobacillus actinomycetemcomitans (18), la presencia de Prevotella
intermedia es preponderante debido a que su desarrollo depende de la interaccién con las
hormonas sexuales (19), sin embargo, Balan en 2018, identificé de las 20 especies en la
gingivitis gestacional, solamente Porhyromonas endodontalis y Fretibacterium sp OT 361 en

una abundancia del 0.5% en saliva de mujeres gestantes (13).

Por otra parte, se ha reportado un cambio en la concentracion de bacterias anaerdbicas a
aerdbicas en el segundo trimestre de gestacidn, principalmente las concentraciones de
Bacteroides intermedius, relacionadas con las concentraciones plasmaticas de estréogenos y
progesterona (20, 21). Recientemente se ha descrito una respuesta inmune dispar a

Porphyromonas gingivalis en ratones gestantes con infeccién periodontal los cuales

7



mostraron una disminucién en la destruccién de los tejidos periodontales (22) o un
agravamiento debido a un desbalance en la relacién entre las células T colaboradoras
(helper) - 17 (Th-17)/ Células T reguladoras (Treg) en un modelo murino de periodontitis

inducido con Porphyromonas gingivalis (23).

La relacidn entre la enfermedad periodontal y la gestacidn ha sido controversial; por un
lado, autores como Gonzalez-Jaranay (24) han identificado en mujeres gestantes algun
grado de enfermedad periodontal, ademas de la progresién vy agravamiento de los
sintomas a lo largo de la gestacidn, sin embargo al terminar la gestacién, en el posparto, los
datos clinicos mejoran. Por otra parte, diversos autores como Martinez-Martinez(25),
mencionan que la enfermedad periodontal materna no es un factor de riesgo si se controlan
factores como los procesos infecciosos (25, 26). Sin embargo, otros autores no encontraron
evidencia contundente de la interaccion de la enfermedad periodontal y la gestacion, sin
embargo, recomiendan la terapia periodontal de rutina en mujeres gestantes como
tratamiento seguro para las madres y los fetos, ademas favorece la mejoria en los signos
clinicos de la enfermedad periodontal materna (27, 28). Por el contrario, también se ha
descrito evidencia de un fuerte vinculo entre la enfermedad periodontal y alteraciones en
el desarrollo de la gestacion como preeclamsia, parto pretérmino y bajo peso del producto
al nacer, atribuibles a la enfermedad periodontal (29-31), asi como asociaciones con

alteraciones metabdlicas como la obesidad y la diabetes (32, 33).

3.2  Respuesta inmune durante la enfermedad periodontal

Las bacterias presentan patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) como
lipopolisacdridos (LPS) y acido lipoteicoico, asi como enzimas como colagenasa, proteinasa,
hialuronidasa, leucotoxinas y metabolitos, los cuales pueden destruir los tejidos
periodontalesy liberar mediadores inflamatorios y patrones moleculares de dafio (DAMPs)

y activar la respuesta inmune del hospedero (34).

La interaccion de los PAMPS con el sistema inmune del hospedero se realiza a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo Toll (TLR), los
cuales se expresan en las células del sistema inmune, este reconocimiento permite la

8



activacion de la respuesta inmune innata. En particular, los TLR presentes en las células al
reconocer a los PAMPs llevan a la activacidn de varios factores de transcripcion como al
factor nuclear kB (NFkB), o el factor activador de la proteina 1 (AP-1) a través de la cascada

de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (35).

Las células inmunes y los tejidos periodontales expresan TLRs: el epitelio gingival TLR2, 3, 4,
5, 6; los fibroblastos gingivales TLR2, 4, 9; los fibroblastos del ligamento periodontal TLR 2,
4: |os osteoblastos TLR1, 4, 5, 6, 9; los osteoclastos TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8; el cemento TLR2,
4; los neutrdfilos TLR1, 2, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 vy las células de Langerhans/ células dendriticas

(DCs) tisulares TLR1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10 (36) figura 1.

Epitelio
TLR2,3,4,5,6,9

Células de Langerhans/ células
dentriticas tisulares

TLR1, 2, 3,4,5,6,8, 10

Biofilm
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TLR1, 2,4,5,6,7,8,9, 10
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Fig. 1. Expresion de RNA de receptores tipo Toll (TLRs) en diferentes células de tejidos periodontales

Fibroblastos tisulares

Endotelio

(Modificada de Mahanonda, 2007)(36)

La interaccion del microbioma con las células del sistema inmune: neutroéfilos,
monocitos/macrofagos (M), células dendriticas (DCs), células T, linfocitos B y células
plasmaticas favorece la activacidn del sistema inmune. En la enfermedad periodontal se

presenta fases agudas y conicas por lo que se expresan de manera alternada la respuesta



inmune inflamatoria, caracterizada por la presencia de interleucina (IL)-1a, IL-1B, IL-8,
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interferdn y (IFN-y), y la respuesta antinflamatoria,
representada por la presencia de las citocinas IL-4, IL-13, y las citocinas reguladoras IL-6 e
IL-10. La expresion de citocinas en la enfermedad periodontal varia entre los tejidos, de
manera que las citocinas inflamatorias se han detectado en tejidos gingivales inflamados
(37); y las citocinas antinflamatorias se han encontrado en tejidos con enfermedad

periodontal (38, 39).

Se ha reportado que las citocinas proinflamatorias que exacerban la inflamacién en la
enfermedad periodontal son IL-1B, TNF-a e IL-17, y sinérgicamente favorecen la expresion
de IL-6. En los fibroblastos gingivales se incrementa la produccién de IL-1B y TNF-q,
metaloproteinasa (MMP) -1 y MMP-3 y en menor grado IL-17 (40). Por su parte, IL-17 e IFN-
y favorecen la expresiéon de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que tiene efectos
de supresidn sobre la respuesta inmune en cultivos de fibroblastos gingivales (41). La
expresion de mediadores inflamatorios en tejidos periodontales, favorecen la expresién de
IL-17 (42). Ademds, los niveles elevados de IL-17, factor de crecimiento transformante 8
(TGF-B), IL-1B e IL-6 en presencia de células Th-17, favorecen la expresién de receptor
activator of NF-kB ligand (RANKL) en hueso alveolar en periodontitis (43). Adicionalmente,
estudios recientes sugieren que bacterias periodontopatégenas como Porphyromonas
gingivalis favorecen la disbiosis al aumentar la expresion de IL-17-A e IFN-y lo que favorece

la conversion de fase aguda a conica (44).

33 Hormonas sexuales y la enfermedad periodontal

Con respecto a la interaccién de las hormonas sexuales y el desarrollo de la enfermedad
periodontal, se sabe que las hormonas sexuales modulan la respuesta inmune y participan
en procesos como la maduracidn, la seleccidn de células inmunes, el trafico, la expresion de
moléculas de histocompatibilidad, proliferacion celular y la produccién de citocinas. De
manera importante, evidencias recientes indican que las hormonas gestacionales como el
17 estradiol, estriol y progesterona influyen el desarrollo de la periodontitis, ver la revision

producto del Doctorado (Anexo Il, Ortiz-Sadnchez BJ, Legorreta-Herrera M, Rodriguez-Sosa
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M. Influence of Gestational Hormones on the Bacteria-Induced Cytokine Response in
Periodontitis. Mediators Inflamm. 2021 Oct 18;2021:5834608. Doi: 0.1155/2021/5834608.
PMID: 34707462; PMCID: PMC8545568.)

Las hormonas sexuales femeninas alteran la respuesta de los tejidos periodontales al
microbioma. Durante la gestacidn los tejidos gingivales presentan una respuesta exagerada
a los irritantes, de manera que los rangos de inflamacién presentes en esta poblaciéon
fluctuan de edema ligero y enrojecimiento a inflamacidn severa con sangrado e hiperplasia
gingival. Por otro lado, la carga hormonal de mujeres usuarias de anticonceptivos orales
(AQ’s) difiere de la condicion hormonal de la gestacidn, y favorece en mayor cantidad el
exudado en los tejidos gingivales inflamados (45). Las hormonas sexuales también pueden
favorecer cambios en los microorganismos presentes en los grupos de mujeres gestantes y
usuarias de AO’s comparadas con grupos de mujeres no gestantes (46), lo que ha sugerido

que la carga hormonal contribuye al desarrollo de la enfermedad periodontal (47).

3.4  Factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos (MIF) y la enfermedad periodontal

Uno de los moduladores de la respuesta inmune inflamatoria es el factor de inhibicién de
migracion de macréfagos (MIF) (48), el cual inicialmente se detecté como una secrecién de
linfocitos T activados y en fibroblastos, es conocido como el principal contrarregulador de
glucocorticoides (GCs) (49). MIF se une a CD74, la cadena invariante del complejo principal
de histocompatibilidad clase Il, en células inmunes como los macréfagos y las células
dendriticas para desencadenar una respuesta inmune inflamatoria (TNF-a e IL-6) (50),
ademads de que favorece la expresiéon del receptor TLR-4 (51) y estd involucrado en la
reparacion de tejidos (52). MIF también se ha asociado a procesos tales como la ovulacién
y ciclo menstrual, asi mismo, se ha descrito una alta expresion de MIF durante el embarazo

temprano y el embarazo a término, incremento que se acentua durante el parto (53, 54).

Se ha sugerido que MIF tiene importante participacion en la fisiopatologia del tejido
gingival, ya que se expresa en tejidos periodontales, principalmente en encia libre y en el
epitelio de union, asi como en queratinocitos, células basales y fibroblastos (55). Se ha

reportado aumento en la concentracién de MIF en fluido crevicular, saliva y suero de
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pacientes con periodontitis crdonica (sanos 8.85+1.28 ng/mL, 31.5+5.76ng/mL, and
7.08+0.58 ng/mL vs pacientes con periodontitis 17.85+1.04 ng/mL, 72.94+10.90 ng/mL, and
9.91+1.65 ng/mL) (56); en pacientes con periodontitis en estadios Ill y IV también se
encuentran concentraciones de MIF elevadas en suero (57, 58). También se ha sugerido que
MIF tiene un papel importante en la enfermedad periodontal y en su patogénesis (59)
favoreciendo, ademas de inflamacidn, la osteoclastogénesis (60). Evidencias recientes
demuestran que MIF favorece la expresion de las MMPs en la periodontitis, asi como en

artritis reumatoide (61).

La presencia de MIF también se ha reportado en los tejidos periodontales sanos, con una
expresiéon abundante en el liquido crevicular con una correlacidn positiva con las
concentraciones de neutrofilos. Se ha propuesto que la expresidn constitutiva de MIF por
las células epiteliales puede ser explicada por la exposicion de la encia a los estimulos

externos y a la homeostasis (62).

3.5 Metaloproteinasas (MMPs) en la enfermedad periodontal

Las MMPs son una familia de endopeptidasas neutras dependientes de zinc y calcio
presentes en el desarrollo, la regeneracién y la enfermedad periodontal. Las MMPs estan
encargadas de degradar las proteinas integrantes de la matiz extracelular (EMC) (63). En
periodonto se reconocen: las colagenasas MMP-1, MMP-8 y MMP-13, gelatinasas (MMP-2
y MMP-9) y las estromelinasas (MMP-3 y MMP-10) (64-66).

Se ha reportado la participacion de las MMP’s en la degradacion de matriz extracelular en
la enfermedad periodontal, entre ellas MMP-13 y la MMP-2. Particularmente, la MMP-13,
tanto en su forma de pro-enzima (~60 kDa) como en su forma activa (~45-50 kDa), degradan
colageno |, I, lll, membranas basales de colageno IV, proteoglicanos, fibronectina, fibrina y
tensina. MMP-13 se expresa en el epitelio del surco y en los fibroblastos gingivales (67). Las
MMP-2 y MMP-9, pueden degradar colageno tipo IV, V, VII, X, XI Y XIl, fibronectina y
elastina, y en medio acido pueden degradar coldgeno tipo I. La pro-enzima de MMP-2 (~72
kDa), secretada por fibroblastos, células endoteliales y osteoblastos, su forma activa (~59-

63 kDa) ambas participan principalmente en la degradacion de elastina (68, 69).
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Patogenos periodontales como Actinobacillus gingivalis y Phorphiromonas gingivalis
favorecen, la activacion y sobreexpresion de las MMPs (67). Es ampliamente reconocido
que la degradacidn de colageno tipo |, Il y lll por MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18

desencadenan la destruccién de la matriz extracelular (70).

MIF es una citocina que se ha reportado sobreexpresada en tejidos periodontales y en fluido
crevicular (71), asi como en tejidos gestacionales durante la gestaciéon (54, 72), se ha
propuesto a MIF como una citocina que participa en el desarrollo de la enfermedad
periodontal. Abordamos la influencia de MIF en la severidad de la periodontitis
pregestacional, en un principio nos enfocamos en identificar los cambios clinicos e
histolégicos de los diferentes grupos experimentales, asi como en la concentracion de

citocinas en suero de los diferentes grupos experimentales.
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4 Metodologia

Para poder resolver los objetivos planteados se desarrolld6 un modelo murino de
periodontitis experimental en ratones hembra WT y Mif-/-, el protocolo completo se
encuentra en el articulo requisito (Anexo I|. Ortiz-Sdnchez BJ, et. al. Periodontitis
exacerbation during pregnancy in mice: Role of macrophage migration inhibitory factor as
a key inductor. J Periodontal Res. 2023 Nov 21. doi: 10.1111/jre.13211. Epub ahead of
print. PMID: 37990413) (73). La descripcién completa de las técnicas utilizadas en el

presente trabajo se agrega como anexo lll.

Brevemente, basados en un protocolo previamente reportado (74, 75), se colocé una
sutura de nylon 6-0 alrededor del segundo molar superior derecho, para inducir
enfermedad periodontal (PD). Dos semanas posteriores a la induccién la mitad de los
ratones fueron separados para la cruza, para establecer 4 grupos experimentales: 1) sanos
(CTL) ratones de la misma edad sin periodontitis o gestacion, 2) gestantes (P) (3 semanas
de gestacion + 4 semanas hasta el destete), 3) periodontitis (PT) ratones a los que se les
indujo periodontitis, pero no gestantes y 4) periodontitis previa a gestacion (PGPD) a los
que se les indujo PT 2 semanas previas a la cuza. Después de nueve semanas
postinduccidn, cuatro semanas después del destete, los ratones fueron eutanizados. Con

los tejidos se realizaron:

Histologia: Se realizo tincién con hematoxilina y eosina (H&E) en secciones coronales del
segundo molar derecho para observar los tejidos periodontales y medir la pérdida de
insercion clinica (CAL) y los resultados se compararon entre los grupos de control y

experimental.

Los cortes histoldgicos tefiidos fueron observados en un microscopio dptico (Carl Zeiss Axio
Vert. A, Berlin, Germany), para hacer un analisis descriptivo de los cambios en
configuracion del epitelio del surco, fibras gingivales, fibras periodontales (principalmente

fibras crestales), altura e integridad de la cresta alveolar.

La profundidad del nivel de insercidon clinica (Clinical Attachment Level, -CAL-) se

determind considerando la distancia entre la unién cemento—esmalte (UCE) y el punto mas
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cercano de la cresta alveolar, se realizé un analisis histométrico, empleando el programa
ZEN 2 Blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011), trazando una linea entre ambos

puntos, en las caras vestibular y palatina, basado en lo reportado por Semenoff (76).

Inmunofluorescencia: La expresion relativa de MMP-2 y MMP-13 fue medida con la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (RIF). Las laminillas se analizaron con el
microscopio Confocal (Leica, SP2, Wetzlar, Germany), se observaron en la regién del
epitelio de unién a 60X, en esa region se seleccionaron 20 areas (ROIs) por laminilla, para

determinar la intensidad de fluorescencia relativa.

PCR cuantitativa (qPCR). RNA total fue extraido de los maxilares derechos, utilizando
QlAcube and RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), El DNA complementario
(cDNA) se obtuvo con RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific),
y la gPCR con PowerSYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Los valores relativos de expresion génica se normalizaron con respecto a la expresion
constitutiva de la B-actina. Los cebadores especificos para los genes diana se muestran en

la tabla 1 del articulo (todos sintetizados por Sigma-Aldrich) (73)

Zimograma: Para identificar la actividad de las MMPs, se realizé un zimograma en gel de
acrilamida con sustrato de gelatina (Sigma Aldrich) para MMP-2, y coldgena de piel de
ternera (Sigma Aldrich) para MMP-13, para lo cual se extrajeron proteinas de los maxilares
derechos, para identificar la presencia y actividad de MMP-2 pro-enzima (~72 kDa) y su
forma activa (~59-63 kDa), y de MMP-13 pro-enzima (~ 57-60 kDa) y su forma activa (~56-
45 kDa).

ELISA: Se determind la concentracion de citocinas por medio de ELISA-sandwich en los
sueros obtenidos de los ratones de los grupos experimentales (ELISA Development Kit para
TNF-a (900-K54), IL-10 (900-K53), IL-6 (900-K50), IFN-y (900-K98), Peprotech, New Jersey,
USA)
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5

Analisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos entre los diferentes grupos WT y Mif-/-, se llevaron a
cabo mediante la prueba de ANOVA no paramétrica, seguida de la prueba de Tukey de
comparaciones multiples, y la U de Mann-Whitney, Valores con p<0.05 considerados como
estadisticamente significativos: (a) comparados con los ratones sanos (CTL), (b)
comparados con el grupo gestante (G), (c) comparado con el grupo de periodontitis (PT),
(*) WT comparado con Mif-/-. Utilizando el programa GraphPad Prism 8.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego CA, USA).
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6 Justificacion

Los antecedentes relacionados con la influencia de MIF en el desarrollo de la enfermedad
periodontal y la sobreexpresién de MIF durante la gestacidn, el parto y posparto, sugieren
que la presencia de MIF podria influir en el desarrollo de la periodontitis inducida previa a

la gestacidn, y esta verse exacerbada durante la gestacion.

MIF, una citocina esencial en el desarrollo de la respuesta inflamatoria presenta cambios
dindamicos de expresion durante los diferentes estadios de la gestacidn, pero hasta ahora
no se ha establecido la influencia de MIF presente en la gestacion y el desarrollo de la

periodontitis observada en esta poblacién.

Por lo tanto, éste estudio contribuira a identificar la relacién de MIF en el desarrollo de la

periodontitis experimental inducida previa a la gestacion |.

7 Hipdtesis

MIF participa en el desarrollo y exacerbaciéon de la enfermedad periodontal durante la
gestacién, favorece la destruccion y remodelacién tisular, favorece la expresiéon de
metaloproteinasas y mediadores inflamatorios en un modelo murino de periodontitis

previa a la gestacion.
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8

8.

Resultados
La mayoria de los resultados fueron publicados en el articulo requisito (Anexo i):
“Periodontitis exacerbation during pregnancy in mice: role of macrophage migration
inhibitory factor (MIF) as a key inductor”. J Periodontal Res. 2023 Nov 21. doi:
10.1111/jre.13211. Epub ahead of print. PMID: 37990413) (73).

1 Los tejidos periodontales de los ratones con periodontitis pregestacional expresaron
mas MIF en comparacién con los ratones con periodontitis

Al establecer las concentraciones de MIF en los tejidos periodontales, identificamos una

sobreexpresion significativa de MIF en los tejidos periodontales de los grupos P y PGPD,

en comparacion con el grupo control, mientras que no se identificaron transcritos en los

grupos Mif-/- (73) (Fig 2, Anexo |).
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Fig 2. La periodontitis induce la expresion de MIF y el embarazo induce la sobreexpresion del MIF
en la enfermedad periodontal previa a la gestacién. Se eutanizaron ratones hembra con
periodontitis (PT) y ratones hembra con periodontitis pregestacional (PGPD) 9 semanas después
de la induccidn de periodontitis; la expresién de MIF en tejido periodontal se determiné mediante
RT-gPCR. Se utilizaron como controles ratones sanos (CTL) y gestantes (P). Los datos se expresan
media £ SEM y son representativos de dos experimentos independientes con al menos tres ratones
por grupo. Los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos (a) comparados
con ratones sanos (CTL), (b) comparados con el grupo de gestantes (P) y (c) comparados con el
grupo de periodontitis (PT), (*) Mif-/- vs WT, (ND) no detectado, utilizando ANOVA con prueba de
comparacion multiple de Tukey y prueba U de Mann-Whitney.
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8.2 Los ratones Mif-/- desarrollaron signos clinicos atenuados en periodontitis
pregestacional
Al observar las caracteristicas clinicas de los tejidos de los diferentes grupos, observamos
los signos de la enfermedad periodontal, inflamacién severa, enrojecimiento, alrededor
del primer molar en el grupo WT PT, mientras que los grupos Mif-/- no mostraron

cambios clinicos inflamatorios (73) (Fig 3, Anexo ).

A CTLWT CTL Mif-/- PT Mif-/-

Fig. 3. Los ratones Mif-/- desarrollan sintomas clinicos atenuados en la enfermedad periodontal
pregestacional. Fotografias clinicas de tejidos periodontales en los grupos A. CTL WT y Mif-/-, B.
PT WT y Mif-/-, C. P WT y Mif-/-, D, PGDP WT y Mif-/-, después de la induccién de periodontitis
(PT), alrededor del segundo molar superior derecho. La flecha roja indica la region interproximal y
la encia palatina. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes con n=
3.

8.3 La delecion de Mif disminuye el dafio de tejidos periodontales y reduce la pérdida
de inserciodn clinica (CAL) en periodontitis pregestacional
Las caracteristicas clinicas nos permitieron evaluar la ausencia de cambios infamatorios en
los tejidos periodontales de los grupos Mif-/- con respecto a los grupos WT. Se identificd
gue la mayor destruccidn tisular con pérdida de insercidn se presentd en los grupos PT WT

y PGPD WT, y la mayor destruccidn ocurrid en la cara palatina. Este primer acercamiento,
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nos permitié identificar cambios en la configuracién de los tejidos blandos, encia y

ligamento periodontal (Fig 4A, Anexo |)

La confirmacién de los datos clinicos e histolégicos se realizd a través de un andlisis
histométrico, en el cual se midié el CAL en los diferentes grupos experimentales, los grupos
gue presentaron la mayor destruccion del tejido y la mayor profundidad de CAL fueron PT
WT y PGPD WT tanto en la cara palatina, como en la cara vestibular, en contraste con los
grupos P y CT, mientras que en los grupos Mif-/-, no se observaron cambios con respecto
a las caracteristicas clinicas del tejido y la profundidad del CAL. Cabe mencionar que la
pared palatina presentd una mayor pérdida de integridad del tejido dseo, contrario a lo
gue sucede en humanos en quienes la pared vestibular es mas delgada y en ocasiones

inexistente (73) (Fig 4 B, C, Anexo ).
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Fig. 4. Los ratones Mif-/- muestran menor dafio al tejido periodontal y pérdida de insercién que
los ratones wild-type en el modelo de periodontitis pregestacional. A) Secciones histoldgicas
representativas tefiidas con H&E, se muestra la medicidn de CAL, trazando una linea desde la UEC
hasta la cresta ésea. Primer panel 10X, marcado en el panel verde del cuadro 40X, en las superficies
bucal/vestibular izquierda (V) y palatina derecha (P), WT vs Mif-/-. Puntas de flecha: pérdida de la
cresta alveolar (gris), migracion del epitelio del surco (azul), insercidn de fibras de Sharpey (verde).
Analisis histométrico de la pérdida de insercidn clinica. B) Bucal, C) Palatino. Grupos CTL WT, PT
WT, P WT y PGPD WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/-, G Mif-/- y PGPD Mif-/-. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos independientes. Se consideraron estadisticamente
significativos valores de p<0.05, (a) comparados con ratones sanos (CTL), (b) comparados con el
grupo gestante (P), y (c) comparados con el grupo de periodontitis (PT), (*) Mif-/- vs WT, utilizando
ANOVA con prueba de comparacion multiple de Tukey y prueba U de Mann-Whitney.

8.4 Los ratones Mif-/- muestras reorganizacién de las fibras de coldgena
Este primer acercamiento, nos permitid observar cambios en la configuracién de los
tejidos blandos, encia y ligamento periodontal, lo que nos llevé a identificar, a través de la
tincidon de Masson, la reconfiguracidn y engrosamiento en el colageno en los grupos PT
Mif-/-y PPG Mif-/-, que mostraron una mayor proporcion de colageno en el PDLy en las
fibras de Sharpey que el grupo P WT, y de manera muy interesante, el grupo PGPD Mif-/-
presentd fibras de Sharpey ensanchadas, con colageno denso, firmemente adheridas al
cemento radicular. Este hallazgo a nuestro conocimiento fue reportado por primera vez

(73) (Fig. 5, Anexo I).
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Fig. 5. La delecion del MIF favorece la conservacion del colageno y del epitelio de la bolsa
periodontal. Secciones histoldgicas representativas tefiidas con tricrémico de Masson, se muestra
la distribucidn del coladgeno en los tejidos periodontales. Primer panel 10X, marcado en el cuadro
verde 40X, en las superficies bucal/vestibular izquierda (V) y palatina derecha (P), WT vs Mif-/-.
Para identificar coldgeno (azul), queratina (rojo) y nucleos (negro), queratina y epitelio (rojo),
puntas de flecha: pérdida de cresta alveolar (gris), migracién de queratina (verde), agrandamiento
de colageno (rojo), distribucién de fibras gingivales (amarillo). Grupos CTL WT, PTWT, P WTy PGPD
WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/-, P Mif-/- y PGPD Mif-/-. Se muestra una imagen representativa de tres
experimentos independientes, n=6.

8.5 La periodontitis pregestacional inducida en ratones Mif-/- muestran disminucién en
la expresiéon de MMP-2 y MMMP-13 durante la gestacion
Los cambios en la distribucidn y reconfiguracién de las fibras de coldgeno en los tejidos
periodontales de los grupos con PT, nos hizo preguntarnos si MMP-13 (colagenasa) y
MMP-2 (gelatinasa) presentaban cambios en la fluorescencia relativa, los resultados
reforzaron las observaciones sobre la influencia de MIF en la expresién de MMP-2 asociada
a la progresién de la PT, ya que la RFI de MMP-2, fue mayor en los grupos P WT y PT WT,
mientras que en los grupos deficientes de MIF, Unicamente identificamos aumento en la
RFI en el grupo PT Mif-/-, sin embargo, dicha expresidn fue significativamente menor que
el grupo PT WT. (Fig 6E, Anexo I) En cuanto a MMP-13, los grupos P WT y PGPD WT

presentaron aumenté en la RFI, mientras que para los grupos Mif-/-, solo P Mif-/- presento
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un leve aumento con respecto a su control, destaca que la expresion basal de MMP-13 fue

ligeramente mayor en el grupo CTL WT (73) (Fig 6F, Anexo 1).
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Fig. 6. Los ratones Mif-/- inducidos por periodontitis pregestacional muestran regulacién
negativa de la expresion de MMP-2 y MMP-13 durante la gestacion. Inmunofluorescencia de
MMP-2 (verde), MMP13 (rojo), Hotch (ndcleos, Azul) presentes en el tejido periodontal, a nivel de
la cresta dsea, indicada en el recuadro, para identificar: B (hueso), L (periodontal ligamento), G
(encia), A. CTL WT y Mif-/-, B. PT WT y Mif-/-, C. P WT y Mif-/-, D, PGDP WT y Mif-/-, E) Expresion
relativa de MMP-2, F) Expresion relativa de MMP-13. Se muestra una imagen representativa de
tres experimentos independientes. Las imagenes fueron observadas a 63X. Se consideraron
estadisticamente significativos valores de p<0.05, (a) comparados con ratones sanos (CTL), (b)
comparados con grupo gestante (P), y (c) comparados con grupo periodontitis (PT), (*) Mif-/- vs

WT, utilizando ANOVA con prueba de comparacién multiple de Tukey y prueba U de Mann-
Whitney.

8.6 La periodontitis inducida en ratones Mif-/- expresan menores niveles de citocinas
inflamatorias

En cuanto a la cuantificacidn de los transcritos in situ por qPCR, los datos nos permitieron
confirmar que la periodontitis induce la sobreexpresiéon de MIF, asi como que la gestacién
favorece la sobreexpresion de MIF como lo reportan letta y Paulesu (72, 77), (Fig 2 Anexo
1), enlos grupos WT la expresién de tnf-a fue significativamente mayor en todos los grupos,
para inf-y la expresion fue menor en todos los grupos con respecto al control, mientras que
la ausencia de MIF disminuye los trascritos de tnf-a e ifn-y y la sobreexpresién de il-17,

probablemente debido a la remodelacion presentada en los grupos con PT (73) (Fig 7 Anexo

1).
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Fig. 7. La eliminacién de MIF disminuye la expresion de tnf-a e ifn-y pero no la expresion de il-17
en la periodontitis. Se sacrificaron ratones hembra con periodontitis (PT) y ratones hembra con
periodontitis pregestacional (PGPD) 9 semanas después de la induccidon de periodontitis; la
expresion de MIF en tejido periodontal se determind mediante RT-qPCR. Se utilizaron como
controles ratones sanos (CTL) y gestantes (P). Los datos se expresan como media + SEM y son
representativos de dos experimentos independientes con al menos tres ratones por grupo. Se
consideraron estadisticamente significativos valores de p<0.05, (a) comparados con ratones sanos
(CTL), (b) comparados con grupo gestante (P), y (c) comparados con grupo periodontitis (PT), (*)
Mif-/- vs WT, (ND) No detectado, utilizando ANOVA con la prueba de comparacién multiple de
Tukey y la prueba U de Mann-Whitney.

8.7 La periodontitis pregestacional en ratones Mif-/. presenta menor actividad de
MMP-13

Siguientes resultados no fueron publicados, sin embargo, nos dan una idea de la actividad

de MMP-13 disminuida principalmente en el grupo PGPD WT (Fig 8 A, B) en su forma pro-

MMP-13, y sobreactivada en los grupos gestantes G WT y PGPD WT (Fig. 8 A, C), mientras

que en los grupos Mif-/- hay una disminucion de la actividad de esta enzima (Fig 8, A, C).
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Estos resultados coinciden con los datos de la expresion de MMP-13 por

inmunofluorescencia.
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Fig. 8. La periodontitis pregestacional presenta menor actividad de MMP-13 en ratones Mif-/-.
Ratones hembra con periodontitis (PT) y ratones hembra con periodontitis pregestacional (PGPD)
fueron eutanizados a las 9 semanas posinduccion de periodontitis, ratones hembra sanos (CTL) y,
gestantes (G), fueron utilizados como control; zimograma para, A) gel en gel de poliacrilamida con
sustrato de colagena, B) pro-MMp-13 (~57-60 kDa) C) MMP-13 activa (~56-45 kDa), grupos CTL WT,
PT WT, P WT y PGPD WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/, G Mif-/- y PGPD Mif-/-. Imagen representativa dos
experimentos independientes. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos, (a)
comparados con los ratones sanos (CTL), (b) comparado con el grupo gestante (G), (c) comparado
con el grupo con periodontitis (PT), (*) Mif-/- vs WT, utilizando ANOVA con una prueba de
comparaciones multiples de Tukey y la prueba U de Mann—Whitney.

8.8 La periodontitis pregestacional ratones Mif-/- presenta mayor actividad de MMP-2.
Por otra parte, la actividad de la MMP-2 para los grupos WT se vio ligeramente disminuida,
mientras que se encuentra sobreactivada en los grupos Mif-/- (Fig 9, A, B, C), lo cual justifica

la reconfiguracion de las fibras de colageno, principalmente el en grupo PGPD Mif-/-. Cabe
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recordar, que la MMP-13 se activa primero para degradar coldgena tipo |, Il, Ill, para
convertirlo en el sustrato que degrada MMP-2, principalmente fibronectina y elastina, sin

embrago falta profundizar en estas observaciones.
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Fig. 9. La periodontitis pregestacional presenta mayor activacion de MMP-2 en ratones Mif-/-.
Ratones hembra con periodontitis (PT) y ratones hembra con periodontitis pregestacional (PGPD)
fueron eutanizados a las 9 semanas posinduccion de periodontitis, ratones hembra sanos (CTL) vy,
gestantes (G), fueron utilizados como control; zimograma para, A) gel en gel de poliacrilamida con
sustrato de colagena, B) MMP-2 pro-enzima (~72 kDa), C) MMP-2 activa (~59-63 kDa). Grupos CTL
WT, PT WT, P WT y PGPD WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/, G Mif-/- y PGDP Mif-/-. Imagen representativa
dos experimentos independientes. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos, (a)
comparados con los ratones sanos (CTL), (b) comparado con el grupo gestante (G), (c) comparado
con el grupo con periodontitis (PT), (*) Mif-/- vs WT, utilizando ANOVA con la prueba de
comparaciones multiples de Tukey y la prueba U de Mann—Whitney.

8.9 La periodontitis no aumenta la concentracién de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 en suero
Adicionalmente, para explorar la participacion de MIF, cuantificamos la concentracion de

citocinas en suero, TNF-q, IFN-y, IL-6 e IL-10, con sueros obtenidos de los ratones gestantes,
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en los grupos G y PGPD en diferentes momentos: antes de la gestacién (1), durante la

gestacion (2) y al final de la gestacién (3), y para los grupos CTL y PT al momento de la

eutanizacion. Aunque no encontramos diferencias en la concentracién entre los diferentes

grupos, si observamos algunas tendencias, como el aumento en la concentracidn de IFN-y

en los grupos PT WT, G WT en G2, y el grupo PGPD WT en PGPD G2 y PGPD G3, lo cual

refiere una sobreproduccién que se mantiene a lo largo de la gestacién y continta hasta el

final de la gestaciéon. En los grupos Mif-/- Unicamente se observa aumento en la

concentracion en PGPD G2 en IFN-y, lo cual parece estar relacionado con la gestacion, mas

que con el desarrollo de la periodontitis o que sean Mif-/- (Fig 10 A). No identificamos

variaciones en la concentracidon de TNF-q, IL-6 e IL-10 (Fig 10 B, C, D). Lo cual parece indicar

que el modelo no provoca cambios sistémicos relevantes.
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Fig. 10. La periodontitis no aumenta la concentracion de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 en suero. Las
concentraciones de citocinas fueron determinadas por ELISA en suero, en ratones hembra, sanos
(CTL) y gestantes (G) como controles, ratones hembra con periodontitis (PT), y con periodontitis
pregestacional (PGPD) los sueros se recolectaron por semana antes de la gestacién (1), durante la
gestacion (2) y al final de la gestacidon (3). Los datos son expresados como la media + SEM y son
representativos de dos experimentos independientes con tres ratones por grupo. Valores de p <0.05
fueron considerados como estadisticamente significativos (a) comparados con grupo sano (CTL), (b)
comparado con el grupo gestante (G), y (c) comparado con el grupo con periodontitis (PT), utilizando
una ANOVA con la prueba de Tukey de comparaciones multiples. Mif-/- vs WT con la prueba U de
Mann-Whitney.
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9 Discusion

Se ha reportado la sobreexpresion de MIF en periodontitis y durante la gestacién (54, 78).
Sin embrago el papel de MIF durante el desarrollo y/o el agravamiento de la enfermedad
periodontal durante la gestacién no habia sido descrito, nosotros desarrollamos un
modelo de periodontitis experimental para estudiar la participacion de MIF en el
desarrollo de la enfermedad periodontal previo y durante la gestacién en un modelo

murino.

Nuestros resultados mostraron que el comportamiento de la enfermedad periodontal en

nuestro modelo murino es diferente entre los diferentes grupos.

Inicialmente identificamos el aumento de los transcritos de Mif en tejidos periodontales
con enfermedad periodontal, nuestros resultados coinciden a lo reportado por Zang et al.
(71), estos niveles aumentaron al doble durante la gestacion como reportaron letta y
Paulesu (72, 77), y éste aumento persistid hasta 4 semanas después del nacimiento de las

crias (Fig. 2 Anexo I).

El andlisis de los tejidos periodontales nos permitid identificar el desarrollo de la
enfermedad periodontal entre los diferentes grupos experimentales. De manera
interesante, los ratones con periodontitis PT y PGPD presentaron mayor severidad en los
parametros clinicos e histoldgicos que cuantificamos. Mientras que los grupos Mif-/- no
presentaron dafio importante, o perdida de tejido, pero presentaron remodelacién de los

tejidos periodontales (Fig. 3 y 4, Anexo I).

El andlisis histométrico nos permitié corroborar que la presencia de MIF contribuye a la
exacerbacién de la PT en la gestacién, es importante aclarar que la perdida de tejido fue
mas amplia en la cara palatina que en la cara vestibular, probablemente debido a que la

cara vestibular en ratones es mas amplia (Fig 4A, B, C. Anexo |).

Aunque estos resultados no coindicen con Hays y cols., quienes reportaron mayor
severidad en el grupo periodontitis y gestacidon con respecto al grupo solo periodontitis,
sin embargo nuestro modelo presenta algunas diferencias, por ejemplo la induccidon se

realizd 8 dias después de la confirmaciéon de la gestacién (79), mientras que nosotros
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realizamos la induccién dos semas antes de la cruza, y se permitid la evolucién a la
lactancia, lo que puede favorecer la recuperacién de los tejidos periodontales, fendmeno

gue Gonzalez-Jaranay ha reportado en humanos (24).

La remodelacién de los tejidos periodontales, principalmente en los grupos PT Mif-/-y
PGPD Mif-/-, se caracterizd por la redistribucion de las fibras de coldgeno, el
engrosamiento de las fibras de Sharpey, esto podria estar relacionado con una etapa de
fibrosis, relacionado posiblemente con la activacidon excesiva de los fibroblastos, que
podrian estar produciendo matriz extracelular. Estas observaciones deben ser

profundizadas (Fig 5, Anexo I).

La remodelacion de la matriz extracelular esta relacionada con las MMPs, nosotros
medimos la presencia y actividad del MMP-13 y MMP-2, que son dos de las enzimas que
participan en la degradacion y remodelacion de la matriz extracelular. Nuestros resultados
mostraron que hay una disminucién en la expresién y actividad de MMP-2 en los grupos
PT Mif-/-y P Mif-/-, asi como una sobreexpresidn en los grupos P WT y PT WT. De manera
interesante, el grupo PGPD WT no presentd cambios en la expresion de MMP-2 con
respecto al control, lo que podria estar relacionado a la inmunoregulacién que provoca la
gestacion (Fig. 6, Anexo |, Fig 4). Mientras que para MMP-13, la expresion fue mayor en
los grupos P WT y PGPD WT con respecto a los grupos CTL WT y PT WT, sin embargo, para
los grupos Mif -/- la expresion basal fue mayor, y aunque no presentaron cambios en la

expresion en los diferentes grupos (Fig. 6, Anexo |, Fig 4).

Esto puede relacionarse con la presencia de citocinas, aunque no encontramos variaciones
en las concentraciones sistémicas de TNF-a, INF-y, IL-6 e IL-10, si encontramos
sobreexpresiéon mif, tnf-a e il-17 in situ en el grupo PT WT, consistente con las
caracteristicas clinicas e histoldgicas que coinciden con lo reportado por Mesa y cols. en
pacientes con PT (80). Mientras que la ausencia de MIF, disminuyd la expresién de tnf-a e
Ifn-y en el grupo PT Mif -/-y la sobreexpresion de il-17, esta Ultima con menor intensidad
qgue en el grupo PT WT, debido tal vez a la remodelacién tisular, que se asocia a la

integridad epitelial donde participa IL-17(81) .
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La respuesta inmune depende su interaccidon con el microbioma, a través de los PRRs, MIF
favorece la expresion de TLR-4 (51), el cual reconoce al LPS de bacterias gram negativas, el
microbioma periodontopatégeno es principalmente de este tipo, por lo que establecer la
configuracion del microbioma en este modelo ayudaria a comprender el papel de MIF en

el desarrollo de la PT.

Un factor que también interviene, tanto en la composicidon del microbioma, como en la
modulacion del sistema inmune son las variaciones hormonales que suceden durante la
gestacion. Por lo que correlacionar los perfiles hormonales y la expresidn de citocinas en
diferentes momentos de la gestacidon podria ayudar a comprender los efectos de la

gestacion sobre el desarrollo de la EP.
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10 Conclusion

Nuestro estudio sugiere que MIF exacerba la periodontitis experimental previa y durante la
gestacion en un modelo murino, principalmente cuando esta se encuentra presente previo
a la gestacion, al favorecer la sobreexpresion de TNF-a y MMP-13. La ausencia de MIF
demostrd que esta citocina tiene una fuerte influencia en el agravamiento de la enfermedad
periodontal preexistente durante el embarazo, ya que los ratones gestantes Mif-/-
desarrollaron una enfermedad menos grave que los ratones gestantes WT. Ademas,
también demostramos que MIF regula la expresion de TNF-a y la actividad de MMP-13. Lo
que sugiere que MIF es responsable de forma parcial de la inflamacién asociada a la

severidad de la periodontitis durante la gestacion.
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Abstract

Objective: The present study was designed to investigate the role of macrophage
migration inhibitory factor (MIF) in the exacerbation of pregestational periodontal
disease (PGPD).

Background: Periodontitis (PT) is a severe stage of periodontal disease characterized
by inflammation of the supporting tissues of the teeth, which usually worsens during
pregnancy. MIF is a proinflammatory cytokine that is significantly elevated in peri-
odontitis, both at the beginning and at the end of pregnancy. Although periodontitis
usually presents with greater severity during pregnancy, the participation of MIF in
the evolution of periodontitis has not been established.

Methods: To analyze the relevance of MIF in the exacerbation of PGPD, we employed
a model of PGPD in WT and Mif-/- mice, both with a BALB/c genetic background. PT
was induced with nylon suture ligatures placed supramarginally around the second
upper right molar. For PGPD, PT was induced 2 weeks before mating. We evaluated
histological changes and performed histometric analysis of the clinical attachment
loss, relative expression of MMP-2 and MMP-13 by immunofluorescence, and relative
expression of the cytokines mif, tnf-a, ifn-y, and il-17 by quantitative real-time poly-
merase chain reaction (QRT-PCR).

Results: Our data revealed that periodontal tissue from PGPD WT mice produced
a twofold increase in MIF compared with PT WT mice. Moreover, the evolution of
periodontitis in Mif-/- mice was less severe than in PGDP WT mice. Periodontal tissue
from Mif-/- mice with PGPD produced 80% less TNF-a and no IFN-y, as well as 50%
lower expression of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and 25% less MMP-13 com-
pared to WT PGDP mice.

Conclusions: Our study suggests that MIF plays an important role in the exacerbation
of periodontitis during pregnancy and that MIF is partially responsible for the inflam-

mation associated with the severity of periodontitis during pregnancy.

KEYWORDS
animal model, inflammatory mediator, innate immunology, matrix metalloproteinase,
periodontal disease, periodontal immunology
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1 | INTRODUCTION

Periodontal disease is characterized by an inflammatory alteration
of the supporting tissues of the teeth, such as the gum, alveolar
bone, periodontal ligament (PDL), and root cementum.! Itis a highly
prevalent disease worldwide,? and approximately 60% of the popu-
lation has some extent of periodontal disease.® In Latin America, the
prevalence is reported to reach up to 90% in adults.* Approximately
38.4% of women have periodontal disease’; significantly, during
pregnancy, women exhibit greater severity of the disease parame-
ters, such as greater depth of probing and gingival bleeding.® It is
well known that pregnancy results in significant changes in the im-
mune response since the fetus must be tolerated.” Thus, pregnancy
favors the emergence of several autoimmune and inflammatory dis-
eases; likewise, periodontitis in pregnant women increases to 56%.8
Periodontal disease, inits more severe form, affects alveolar bone
and is known as periodontitis (PT). The inflammatory process in PT is
the driving force in the pathogenesis of the disease. The expression
of inflammatory mediators such as TNF-a, IL-1p, IL-6, and L1710
along with matrix metalloproteinases (MMP)-1, MMP-3, MMP-8,
MMP-13 (collagenases), and MMP-2 and MMP-9 (gelatinases), is in-
volved in pathology and tissue remodeling, respectively.'**2
MIF is an inflammatory cytokine of the innate immune re-

1314 and it is produced by various immune and non-immune cell

sponse,
types, such as monocytes, macrophages (M¢), mast cells, eosinophils,
epithelial cells, endothelium, and fibroblasts, among others.’ MIF am-
plifies the immune response, stimulating the expression of mediators
that are key in MIF-related inflammatory changes, such as TNF-a, IFN-
v, IL-1, IL-2, IL-6, and 1L-8%%; therefore, MIF counteracts the anti-in-
flammatory action of glucocorticoids.17 MIF is found preformed within
cytoplasmic pools in some cells, such as adipocytes and Mg; therefore,
it does not require transcription activation and mRNA translocation
for its immediate release after a first insult.'® Once MIF is released, it
induces the expression of TNF-a, IFN-y, IL-17, MMP-2, and MMP-13.%
MIF also enhances TLR-4 expression.’”?° After this first response, MIF
production and expression are induced in response to sustained anti-
genic challenges, mainly lipopolysaccharides (LPS), cytokines such as
TNF-o and IFN-y, and physiological stress.?!

MIF expression has been detected in the epithelial tissue of
patients with PT.}*2?2 Moreover, high levels of MIF have been doc-
umented in the gingival crevicular fluid, saliva, and serum of indi-
viduals with periodontal disease.?®?> The high levels of MIF, in
samples from PT patients, suggest that it plays an important role
in the physiopathology of periodontal tissues, mainly in free gin-
giva and junctional epithelium, as well as in keratinocytes, basal
cells, and fibroblasts,?® and probably also plays an important role in
osteoclastogenesis.?’

MIF is also expressed in reproductive tissues, and its expression
responds to hormonal changes; for example, at low concentrations
of estradiol, the expression of MIF is initiated, while at high con-
centrations of estradiol, the production of MIF is suppressed.28 This
explains why MIF overexpression has been associated with different

stages of ovulation, the menstrual cycle, and pregnancy.?”-3°

Hormones present during pregnancy alter the physiological re-
sponse of periodontal tissues; for example, gingival tissues are more
sensitive, so the ranges of inflammation present fluctuate from slight
edema and redness to severe inflammation with bleeding and gingi-
val hyperplasia. In addition, exudate is favored in inflamed gingival
tissues,>! and little is known about its effects on the development of
periodontitis. The interaction between the concentration of gesta-
tional hormones and periodontal disease seems to be bidirectional.?

Although pregnancy is an important factor in the exacerbation
of periodontal disease, it has not yet been established whether
the increase in MIF from pregnancy influences the aggravation of
inflammatory pathology associated with PT. Here, we studied the
influence of the expression of gestational MIF on the aggravation of

periodontitis existing before pregnancy.

2 | EXPERIMENTAL DESIGN

2.1 | Animals
Six- to eight-week-old female Mif-/- mice on a BALB/c genetic back-
ground were backcrossed for more than 10 generations.33 Age-matched
WT BALB/c female mice were purchased from Invigo (Invigo, Mexico
City, Mexico). Mice were maintained in a pathogen-free environment at
the FES-Iztacala, UNAM animal facilities. Genotyping of Mif-/- mice was
routinely performed on genomic DNA isolated from tail samples using
a polymerase chain reaction (PCR) procedure.34 PCR was performed
using the following primers: MIF: forward 5-AGACCACGTGCTTA
GCTGAG-3, reverse 5-GCATCGCTACCGGTGGATAA-3’, neomycin
(NEO): forward 5-ATTGAACAAGATGGATTGCAC-3/, reverse 5-ATACT
TTCTCGGCAGGAGCA-3’ (all synthesized by Sigma-Aldrich, Mexico
City, Mexico). PCR for the amplification of MIF and NEO was performed
with Tag DNA polymerase (Ampliqon, Bioreagents and Molecular
Diagnostics, Denmark) following the manufacturer's instructions. A PCR
fragment of 200bp, corresponding to MIF, or 500bp, corresponding to
NEO, was visualized to identify WT or Mif-/- mice, respectively. The PCR
products were analyzed by electrophoresis on a 1.5% agarose gel and
viewed under UV light (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The genotype con-
firmation electrophoresis image is available in Figure S1.

These studies were conducted in accordance with the guidelines
for the Care and Use of Laboratory Animals adopted by the U.S.
National Institutes of Health, and the Mexican Regulation of Animal
Care and maintenance (NOM-062-ZO0-1999, 2001). Our protocol
was approved by the Ethics Committee at FES-Iztacala, UNAM CE/
FESI/042022/1465.

2.2 | Periodontitis induction

PT was induced following a previously reported protocol.>>¢ Briefly,
nylon 6-0 suture ligatures (Atramat, Internacional Farmacéutica,
Mexico City, Mexico) were placed supramarginally around the second
upper right molar with a surgical microscope (Carl Zeiss GmbH Berlin,
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Germany) in experimental mice and under deep anesthesia with xylazine
(Porcine, Pisa, Jalisco, Mexico) at 10mg/kg I.M. and ketamine (Anesket,
Pisa) at 2mg/kg |.M. The permanence of the nylon ligatures was verified

every week. Representative image is available in Figure S2.

2.3 | Experimental groups

Mice were grouped as follows: (1) control group (CTL) consisted of
age-matched mice without PT and non-gestational mice, (2) group
of gestational mice (P) (3weeks of gestation +4 weeks of weaning of
the pups), (3) mice induced PT but non-gestational (PT), and (4) mice
induced PT 2weeks before breeding (PGPD), pregnancy was verified
by the presence of vaginal plug (induction of periodontitis 2weeks
+ gestation 3weeks + weaning of pups, 4 weeks). After 9 weeks of
periodontitis induction, 4 weeks after offspring were weaned, and
the mice were euthanized in a CO, chamber (three to five mice per
group, two independent experiments; Figure 1).

2.4 | Histology
Hematoxylin and eosin (H&E) staining was performed on coronal
sections of the second right molar to observe periodontal tissues
and measure clinical attachment loss (CAL), and the results were
compared between experimental groups. Briefly, maxillae were re-
covered and fixed in 4% paraformaldehyde solution (Sigma-Aldrich),
decalcified in 4% EDTA solution (Sigma-Aldrich) for 20days, and
then embedded in paraffin. Sequential 5-pm sections were made
in the second molar area and stained with H&E (Sigma-Aldrich) and
Masson's trichrome (Sigma-Aldrich).

The stained histological sections were observed under an optical

microscope (Carl Zeiss Axio Vert. A, Berlin, Germany) to perform a

3
-WI LEYJ—

descriptive analysis of the changes in the configuration of the sulcus
epithelium, gingival fibers, periodontal fibers (mainly crestal fibers),
height, and alveolar crest integrity.

CAL was determined considering the distance between the ce-
mentoenamel junction (CEJ) and the closest point of the alveolar
crest. Histometric analysis was performed using the ZEN program,
2 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011), drawing a line
between both points on the buccal and palatal surfaces, based on

what was reported by Semenoff.%’

2.5 | Immunofluorescence

The expression of MMP-2 and MMP-13 was measured by the anti-
MMP test with the indirect immunofluorescence (IIF) method. Briefly,
the primary antibodies used were MMP-2 (K-20) (sc-8835) (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), secondary antibodies Fluorescein
(FITC)-conjugated AffiniPure Donkey anti-Goat IgG (H+L) (705-095-
003 Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), MMP-13 primary
antibody (MMP-13 Antibody (NBP1-45723) Novus Biologicals, Denver,
CO, USA), secondary antibody Rhodamine Red X-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L) (111-295-003 Jackson ImmunoResearch),
and Hoechst 33342 solution (20mM) (62249 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The slides were analyzed with a confocal micro-
scope (Leica, SP2, Wetzlar, Germany) and observed at the junctional
epithelium at 60x. Twenty ROIs were selected per area to determine

the relative fluorescence intensity (RFI).

2.6 | Real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted and purified from the right maxillae using
a QlAcube and RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, the Netherlands)

Weeks post-inducction
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FIGURE 1 Experimental design. Six- to eight-week-old age-matched WT and Mif-/- female mice, both with a BALB/c genetic background,
were grouped as follows: control (CTL), pregnant (P), periodontitis (PT), and pregestational periodontal disease (PGPD). The strategy for
PGPD was as follows: induction: PD induction (time 0), 2weeks later, mating (2 weeks post-induction), pregnancy development, and offspring
(5weeks post-induction); after lactation and weaning, all mice were euthanized (9 weeks post-induction). Three to five mice per group were

used and two independent experiments were performed.
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following the manufacturer's instructions. The RNA concentration
was determined by measuring the absorbance at 260nm using a
Take3 plate in an Epoch Microplate Spectrophotometer (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). For the generation of complementary DNA
(cDNA), total RNA was reverse transcribed using a RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitative
PCR was performed using PowerSYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and a CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad). Relative gene expression values
were normalized to the constitutive expression of p-actin. Specific
primers for target genes are shown in Table 1 (all synthesized by
Sigma-Aldrich).

2.7 | Statistical analysis

The analysis of the data obtained between the WT and Mif-/- groups
was carried out using ANOVA, followed by Tukey's test for multiple
comparisons and the Mann-Whitney U test. Values of p<.05 were
considered statistically significant: (a) compared with healthy mice
(CTL), (b) compared with pregnant group (P), (c) compared with peri-
odontitis group (PT), (*) Mif-/- compared with WT. GraphPad Prism
8.0 software was used (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).

3 | RESULTS

3.1 | Periodontal tissue from mice with PGPD
displayed significantly more MIF than that from mice
with periodontitis

To analyze the influence of MIF on the exacerbation of preexisting
periodontitis, we first quantified MIF in the systemic circulation of
the WT and Mif-/- mice from all groups by ELISA. We did not observe
significant differences between the WT groups, and the Mif-/- mice

TABLE 1 Sequences of primers used for gene expression
analysis for RT-qPCR.

Primer Sequence T(°C)
mif F 5-GGACCGGGTCTACATCAACT-3' 58
mif R 5-CTCAAAGAACAGCGGTGCAG-3’

ifn-y F 5-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG-3’ 57
ifn-y R 5-GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG-3’

tnf-a F 5-GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC-3’ 59
tnf-a R 5-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG-3’

il-17 F 5-AAAGCTCAGCGTGTCCAAAC-3’ 60
il-17 R 5-TGGAACGGTTGAGGTAGTCTG-3’ 60
B-Actin F 5-GTGACGTTGACATCCGTAAAGA-3’ 60
B-ActinR  5-GCCGGACTCATCGTACTCC-3'

did not produce MIF at the systemic level (Figure S3). Thus, the dif-
ferences in the production of MIF were appreciated locally in the
periodontal tissue, as shown in Figure 2, transcripts in the peri-
odontal tissue of healthy mice (CTL), pregnant mice (P), mice with
periodontitis (PT), and pregnant mice with PGPD 9 weeks after peri-
odontitis induction.

The P group of mice showed a significant increase in MIF in peri-
odontal tissue compared to the CTL mice (1.04 vs 3.32 ?p<.05),
while the PT group had a slight increase in the MIF transcripts
compared to the CTL group (1.04 vs 1.75 p<.05). Importantly,
tissues from PGPD mice showed a statistically significant in-
crease compared to tissues from CTL and PT mice (1.04 and 1.75
vs 3.75 *“p <.05; Figure 2). MIF transcripts were not identified in
Mif-/- mice.

3.2 | Mif-/- mice develop attenuated clinical
symptoms in pregestational periodontitis

We further investigated the biological impact of MIF observed in PT
and pregnancy, combined and alone. We developed a PGPD model

in Mif-/- and WT mice. We compared the clinical development of PT

mif
S 91
‘g . a,b
% a
()
3 o
. :
)
o
-3 1- * * * *
3
g, — = ND ND
1 I I 1
CTL P PT PGPDCTL P PT PGPD

WT Mif-/-

FIGURE 2 Periodontitis induces MIF expression, and pregnancy
induces MIF overexpression in pregestational periodontal

disease. Female mice with periodontitis (PT) and female mice with
pregestational periodontitis (PGPD) were euthanized at 9 weeks
post-induction of periodontitis; MIF expression in periodontal
tissue was determined by RT-qPCR. Healthy (CTL) and pregnant (P)
mice were used as controls. Data are expressed as the mean+SEM
and are representative of two independent experiments with

at least three mice per group. Values of p<.05 were considered
statistically significant (A) compared with healthy mice (CTL), (B)
compared with the pregnant group (P), and (c) compared with

the periodontitis group (PT) using ANOVA with Tukey's multiple
comparison test. Mif-/- versus WT, (ND) not detected, using
ANOVA with Tukey's multiple comparison test and Mann-Whitney
U test.
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at 9 weeks post-induction. As controls, healthy mice (CTL), pregnant
mice (P), and periodontitis mice (PT) were used.

The maxillae from CTL WT and CTL Mif-/- mice exhibited normal
characteristics with coral coloration, firmly adhered attached gin-
giva, and knife-edge free gingiva surrounding the molars, with no
evidence of bleeding or inflammation (Figure 3A, CTL WT and CTL
Mif-/-, respectively).

The tissues of the maxillae in WT PT mice presented the ex-
pected macroscopic signs of periodontal disease: severe inflamma-
tion, redness, loss of integrity, formation of periodontal pockets, and
bleeding around the first molar (Figure 3B, WT PT). In contrast, we
observed that the tissues of the PT Mif-/- group exhibited less in-
flammation and preserved tissue continuity (Figure 3B).

On the other hand, the P WT group showed tissues with slight
redness on the gingival margin. Conversely, the tissues of the P Mif-/-
group did not show apparent inflammatory changes, and their char-
acteristics were comparable to those of the CTL groups (Figure 3C,
P WT and P Mif-/-, respectively).

When PD was induced prior to gestation in both groups (WT and
Mif-/-), we found an increase in the space of the gingival sulcus in the
former group, whereas in the PGPD Mif-/- group, periodontal tissue
was present with less inflammation, mild redness, and no visible le-
sions (Figure 3D, WT PGPD and Mif-/- PGPD, respectively).

(A) CTLWT CTL Mif-/-

©

L RESEARCH

PERIODONTA

3.3 | MIF deletion decreases periodontal tissue
damage and reduces attachment loss in pregestational
periodontitis

To confirm the clinical observations, a histometric analysis was per-
formed, measuring the CAL in the periodontal tissue of the right
second molar. The CTL WT and CTL Mif-/- groups showed normal
histological characteristics, similar between both groups: the epi-
thelium of the sulcus and alveolar crest, the insertion of connective
tissue fibers, gingival fibers, the junctional epithelium, and Sharpey's
fibers, in their insertion to the alveolar bone and root cementum,
were intact and presented a constant and symmetrical thickness, as
well as the cell nuclei in the PDL fibers and the osteocytes of the
alveolar bone (Figure 4A, CTL WT and CTL Mif-/-, 10x, 40x). CAL
depth was very similar between the CTL WT and Mif-/- groups for
both buccal and palatal surfaces (113+3 vs 127 +3nm and 140+3
vs 131 +4nm; Figure 4B,C, respectively).

The PT WT group presented severe damage to the periodontal
tissues, with apical migration of the epithelium and formation of
periodontal pockets, loss of the alveolar crest (gray arrow), detach-
ment of Sharpey's fibers on the surface of the root cementum, and
the absence of cell nuclei, characteristic of the destruction of peri-
odontal tissues (Figure 4A, PT WT 10x, 40x). Interestingly, the PT

®  PTWT PT Mif-/-

FIGURE 3 Mif-/- mice develop attenuated clinical symptoms in pregestational periodontal disease. Clinical photographs of periodontal
tissues in groups (A) CTL WT and Mif-/-, (B) PT WT and Mif-/-, (C) P WT and Mif-/-, (D) PGDP WT and Mif-/-, after the induction of
periodontitis (PT), around the upper right second molar. The red arrow indicates the interproximal region and the palatal gingiva. The images
are representative of three independent experiments with n=3.
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FIGURE 4 Mif-/- mice show lower periodontal tissue damage and attachment loss than wild-type mice in the pregestational periodontitis
model. (A) Representative H&E-stained histology sections, CAL measurement shown, by drawing a line from the CEJ to the bone crest. First
panel 10x, marked in the green box 40x panel, on the left buccal/vestibular (V) and right palatal (P) surfaces, WT vs Mif-/-. Arrowheads:
alveolar crest loss (gray), sulcus epithelium migration (blue), Sharpey's fibers insertion (green). Histometric analysis of the clinical attachment
loss. (B) Buccal, (C) Palatine. Groups CTL WT, PT WT, P WT and PGPD WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/-, G Mif-/-, and PGPD Mif-/-. A representative
image of three independent experiments is shown. Values of p <.05 were considered statistically significant, (A) compared with healthy mice
(CTL), (B) compared with pregnant group (P), and (C) compared with periodontitis group (PT), (*) Mif-/- versus WT, using ANOVA with Tukey's

multiple comparison test and Mann-Whitney U test.

Mif-/- group had changes in the distribution of gingival fibers, less
loss of continuity was observed, and Sharpey's fibers remained ad-
hered to the root cementum (blue arrow), although they increased in
thickness compared to the PT WT group (Figure 4A, PT Mif-/-, 10x,
40x%, green arrow). In addition, the lower tissue damage of the PT
Mif-/- group was associated with lower CAL on the buccal and palatal
aspects compared to the PT WT group (237 +8 vs 161+36nm and
325+15vs 213+2, *p<.05; Figure 4B,C).

In the PGPD WT group, periodontal pockets were observed
due to attachment loss on the buccal and palatal side, the deep-
est on the palatal side (Figure 4A, PGPD WT, 10x, 40x), with
loss of continuity in the periodontal tissues, detachment of
Sharpey's fibers from the root cementum, and absence of cell
nuclei (Figure 4A, PGPD WT, 10x, 40x, gray arrow). Importantly,
the palatal aspect of the PGPD Mif-/- group developed less dam-
age than that of the PGPD WT group. The PGPD Mif-/- group
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presented intact gingival sulcus, bone crest, and junctional
epithelium (Figure 4A, PGPD Mif-/-, 10x, 40x, gray arrow).
Additionally, the PGPD Mif-/- group presented the insertion
of connective tissue fibers, gingival fibers, and the PDL with
changes in their distribution and configuration, without loss of
continuity. Sharpey's fibers were found adhered to the root ce-
mentum and alveolar bone, although they were slightly thicker
than those in the PGPD WT group (Figure 4A, PGPD Mif-/-, 10x,
40x, blue arrow). The CAL of the PGPD Mif-/- group was sig-
nificantly lower than the CAL of the PGPD WT group (263 + 32
vs 203+ 3nm, *p <.05; Figure 4B,C). It should be noted that the
vestibular wall is much thicker than the palatal wall in mice, un-
like in humans, in which the vestibular wall is the thinnest, and

sometimes, it does not exist.®®

3.4 | Mif-/- mice display rearranged collagen fibers
Collagen is one of the most important components of periodontal
tissues, mainly PDL, which is made up mostly of type | and Ill col-
lagen and to a lesser extent of type IV, V, VII, and XlI cc»llagen.39
Due to the changes in the configuration of the periodontal tissues,
we decided to perform Masson's staining to observe changes in the
distribution of collagen and keratin.

WT

|
-WILEY

The distribution and organization of collagen in the connective
tissue of the alveolar bone, PDL, and Sharpey's fibers in both the
alveolar and cemental surfaces of the CTL WT and CTL Mif-/- groups
presented very similar organization (Figure 5). The PT WT group
showed a decrease in the distribution and amount of collagen with
migration of keratin into the periodontal pocket (Figure 5, 10x, 40x
green arrow), crest loss (gray arrow), and separation of collagen fi-
bers (Figure 5, 10x, 40x yellow arrow).

PT Mif-/- mice showed changes in collagen distribution in the
gingival fibers, which changed their position surrounding the liga-
tion area without destruction or structural loss (Figure 5, 10x, 40x,
yellow arrow). Additionally, the PDL fibers and Sharpey's fibers were
observed to be thickened, with a greater presence of collagen com-
pared to the PT WT group (Figure 5, 10x, 40x, red arrow).

The P Mif-/- group presented a higher proportion of collagen in
the PDL and in Sharpey's fibers than the P WT group (Figure 5, 10x,
40x red arrow). In line with this, the PGPD Mif-/- group presented
widened Sharpey fibers, with dense collagen, firmly attached to
the root cementum (Figure 5, 10x, 40x red and yellow arrow). The
PGPD WT group showed loss of the crest (gray arrow), apical mi-
gration of connective tissue mainly on the palatal side, destruction
of periodontal tissues, detachment of Sharpey's fibers, and loss
of organization of the collagen fibers of the PDL (yellow arrow)
(Figure 5, 40x).

Mif -/-

Buccal

CTL

PT

P

PGPD

Buccal Palatine

FIGURE 5 MIF deletion favors the preservation of collagen and periodontal pocket epithelium. Representative histological sections
stained with Masson trichrome, showing the distribution of collagen in periodontal tissues. First panel 10x, marked in the green box 40x,
on the left buccal/vestibular (V) and right palatal (P) surfaces, WT vs Mif-/-. To identify collagen (blue), keratin (red) and nuclei (black), keratin
and epithelium (red), B (bone), L (periodontal ligament), G (gingiva), arrow heads: alveolar crest loss (gray), keratin migration (green), collagen
enlargement (red), gingival fiber distribution (yellow). Groups CTL WT, PT WT, P WT and PGPD WT, CTL Mif-/-, PT Mif-/-, P Mif-/-, and PGPD
Mif-/-. A representative image of three independent experiments is shown, n=6.
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3.5 | Pregestational periodontitis-induced in Mif-/-
mice show downregulation of MMP-2 and MMP-13
expression during pregnancy

Due to the observed changes in the distribution of collagen fibers
in our model, we decided to determine the relative fluorescence
expressed by the most important cell matrix-degrading metallopro-
teinases, MMP-2 and MMP-13.

The P WT and PT WT groups presented increased expres-
sion of MMP-2, mainly in the PDL (Figure 6B,C), and this ex-
pression was statistically significant compared to the CTL WT
(Figure 6A) group (306.48 +16 vs 652.13+15 and 663.63 + 3 RFI,
ap <.05; Figure 6E). The PGPD WT group did not show significant
changes in MMP-2 expression compared to the WT CTL group
(Figure 6A,E).

Importantly, the PT Mif-/- group was the only group that pre-
sented significant expression of MMP-2 compared to the Mif-/- CTL
group (321.59 + 6 vs 549.51 + 3 RFI  *p <.05; Figure 6A,E). Notably,
the Mif-/- PT group expressed significantly less MMP-2 than the WT
PT group (663.63+3 vs 549.51 + 3 RFI, *p <.05; Figure 6B,F).

On the other hand, only the P WT and PGPD WT groups pre-
sented a statistically higher expression of MMP-13 compared to the
CTL WT group (349.01+2 vs 839.5+8 vs 640.19 +2 RFI, °p<.05;
Figure 6A,C,F). Interestingly, in the absence of MIF, only the P Mif-/-
group presented a slightly statistically significant increase (546.4 +2
vs 642.7 +8 RFI, ?p <.05) in the expression of MMP-13 with respect
to the CTL group Mif-/- (Figure 6A,F). It should be noted that the
basal expression of MMP-13 was slightly higher in the CTL Mif-/-
group than in the CTL WT group.

3.6 | Periodontitis-induced Mif-/- mice develop
lower levels of inflammatory cytokines

It is well recognized that MIF stimulates the expression and secre-
tion of proinflammatory cytokines such as TNF-a and IFN-y. Since
overexpression of MIF was observed in the P WT and PGPD WT
groups, we quantified the tnf-a, inf-y, and il-17 transcripts in the peri-
odontal tissue of all groups to establish their relative expression in
the exacerbation of gestational periodontitis.

The expression of tnf-a was significantly elevated in the P WT,
PT WT, and PGPD WT groups compared to the control (1.03 vs 9.12
vs 10.83 vs 12.07 ?p<.05). The P Mif-/-, PT Mif-/-, and PGPD Mif-/-
groups expressed significantly less tnf-a than the P WT, PT WT, and
PGPD WT groups (9.12 vs 0.92, 10.83 vs 0.82 *p <.05; Figure 7A).

Regarding the expression of the inf-y transcript, it was observed
that the P WT, PT WT, and PGPD WT groups showed reduced ex-
pression with respect to the CTL WT group (1.00 vs 0.26 vs 0.36
vs 0.56 ?p<.05). Importantly, the WT PGPD group expressed sig-
nificantly more inf-y than the P WT group (0.56 vs 0.36 bp<.05;
Figure 7B). The Mif-/- groups expressed significantly less inf-y in all
groups, P Mif-/-, PT Mif-/-, and PGPD Mif-/-, compared to their re-
spective WT groups (1.00 vs 0.05, 0.26 vs 0.072, 0.36 vs 0.09, and
0.56 vs not detected, *p <.05; Figure 7B).

The expression of the il-17 transcript was significantly increased
in the PT WT group compared to the CTL WT, P WT, and PGPD WT
groups (1.03,1.50vs 45.73 abp < 05; Figure 7C). However, the PGPD
Mif-/- group presented significantly more il-17 than the CTL Mif-/-,
P Mif-/-, and PT Mif-/- groups (72.94 vs 8.69, 4.90, 28.34 *"p <.05;
Figure 7C).

4 | DISCUSSION

MIF is significantly overexpressed in periodontal tissues and cre-

40,41

vicular fluid in periodontitis, and it has also been reported to

be overexpressed during pregnancy in gestational tissues. 243041
However, the role of MIF during the development and/or aggrava-
tion of periodontitis in pregnancy is unknown. Therefore, here, we
used WT and Mif-/- mice to study the influence of the expression
of gestational MIF on the aggravation of periodontitis existing be-
fore pregnancy. We identified an increase in MIF transcripts in the
periodontal tissues in PT, a higher increase in P mice, and an even
higher increase when both conditions were combined, PGPD.2842
Interestingly, the increase was maintained until the end of preg-
nancy (P WT) and persisted up to 4weeks after the weaning of
the pups.

To identify how these increases in MIF affected the develop-
ment of PT, we analyzed clinical and histological data in groups of
Mif-/- and WT mice.*® The gingival margins in which we identified
characteristics present in periodontitis were the PT WT and PGPD
WT groups. The PT Mif-/- and PGPD Mif-/- groups did not develop
clinical signs and preserved tissue continuity compared to the PT
WT and PGPD WT groups. These observations were corroborated

by a histometric analysis***

and supported that the presence of
MIF influences the exacerbation of PT during pregnancy. In par-
ticular, the loss of tissue from the PGPD WT and PT WT groups
was similar, with no significant differences, although both showed
tissue destruction, mainly on the palatal side, with a 31% greater

loss than on the buccal side. This probably because the buccal wall

FIGURE 6 Pregestational periodontitis-induced Mif-/- mice show downregulation of MMP-2 and MMP-13 expression during pregnancy.
Immunofluorescence of MMP-2 (green), MMP13 (red), Hotch (nuclei, Blue) present in the periodontal tissue, at the level of the bone crest,
indicated in the box, to identify: B (bone), L (periodontal ligament), G (gingiva). (A) CTL WT and Mif-/-, (B) PT WT and Mif-/-, (C) P WT

and Mif-/-, (D) PGDP WT and Mif-/-, (E) MMP-2 relative expression, and (F) MMP-13 relative expression. A representative image of two
independent experiments is shown. The images were observed at 63x. A representative image of three independent experiments is shown.
Values of p<.05 were considered statistically significant, (a) compared with healthy mice (CTL), (b) compared with pregnant group (P), and (c)
compared with periodontitis group (PT), (*) Mif-/- vs WT, using ANOVA with Tukey's multiple comparison test and Mann-Whitney U test.
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FIGURE 7 Deletion of MIF abates the expression of tnf-a and ifn-y but not the expression of il-17 in periodontitis. Female mice with
periodontitis (PT) and female mice with pregestational periodontitis (PGPD) were euthanized at 9 weeks post-induction of periodontitis;
MIF expression in periodontal tissue was determined by RT-qPCR. Healthy (CTL) and pregnant (P) mice were used as controls. Data are
expressed as the mean+SEM and are representative of two independent experiments with at least three mice per group. Values of p<.05
were considered statistically significant, (A) compared with healthy mice (CTL), (B) compared with pregnant group (P), and (C) compared with
periodontitis group (PT), (*) Mif-/- vs WT, (ND) Not Detected, using ANOVA with Tukey's multiple comparison test and Mann-Whitney U

test.

is wider in mice opposite to humans, in which the buccal wall is
thinner.*®
The results described above were not consistent with Hays et al.,

who reported greater depth in the pregnancy and periodontitis

groups than in the periodontitis-only group. This discrepancy may
be because they established their periodontitis model 8days after
pregnancy confirmation,*® while in the study reported here, peri-
odontitis was induced 2 weeks prior to pregnancy. Additionally, here,
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the transition to lactation was allowed, which lasted 4 weeks after
delivery, a period in which there could be recovery of the damaged
periodontal tissue, as occurs in humans.*’

In the Mif-/- mice, the PT and PGPD groups, presented less
damage, and the gingival sulcus, the bone crest, and the epithelium
were conserved, with little loss of continuity in the periodontal tis-
sues, and less detachment of Sharpey's fibers than the PT and PGPD
WT groups.?” Taken together, the results suggest that the expres-
sion of MIF favors the damage associated with periodontitis during
pregnancy.

The above assertion was confirmed by observations of the dis-
tribution of collagen. In the PT Mif-/- and PGPD Mif-/- groups, we
report for the first time, to our knowledge, the reconfiguration in
both the direction of the collagen fibers and the widening of the
Sharpey and gingival fibers in Mif-/- mice. This reconfiguration
in the distribution of the fibers could be related to early stages
of fibrosis, since fibroblasts during the proliferation phase can
express extracellular matrix, specifically collagen in the form of
scars.*® In line with this, tissue remodeling is highly dependent on
collagenase and metalloproteinase enzymes that degrade extra-
cellular collagen. Thus, we measured the presence of MMP-2 and
MMP-13, which degrade type IV, V, VII, X, Xl, and Xll collagen,
fibronectin, and elastin,*” and MMP-13 degrades collagen I, I1, IlI,
IV, proteoglycans, fibronectin, fibrin, and tenasin,® respectively.
We identified lower MMP-2 expression in the PT Mif-/- and P
Mif-/- groups.>!

The aforesaid observations reinforce that the presence of MIF
favors the expression of MMP-2, which is associated with the greater
destruction of periodontal tissues present in the WT groups, but im-
portantly, our results also indicate that MIF is not the only inducer of
MMP-2 expression, since the PT Mif-/- group overexpressed MMP-
2, although to a lesser extent than the PT WT group, supporting
that there are other factors contributing to this effect. MMP-2 in
PT Mif-/- mice could participate in remodeling, rather than tissue
destruction; however, other studies are necessary to deepen our un-
derstanding of its participation.

Moreover, a significant increase in MMP-13 was observed in the
P WT and PGPD WT groups, as well as a moderate increase in this
enzyme in the P Mif-/- group, which suggests that gestation may
be a determinant for the expression of MMP-13 and possibly exac-
erbation of PT. Importantly, we did not identify an overexpression
of MMP-13 in the PT WT group, contrary to what was previously
reported in human PT patients.* This inconsistency may be inherent
to the mouse model used or the methodology, since the western blot
technique used by Ejil et al. may be more sensitive than the method
used in this study.

Finally, we identified elevated concentrations of tnf-a and il-17 in
the PT WT group, consistent with the loss of tissue integrity charac-
teristic of periodontal disease, as previously reported by Mesa et al.,
in patients with PT.%? Regarding the P WT and PGPD WT groups, we
identified overexpression of tnf-a and mif. These results suggest that
pregnancy favors the exacerbation of periodontitis associated with
inflammatory cytokines such as TNF-a and MIF. Regarding tnf-a, our

results contrast with previous reports that showed that tissues from
pregnant patients with PT expressed lower levels of tnf-a than tis-
sues from healthy individuals.>%%4

Interestingly, MIF absence decreased tnf-a and ifn-y transcripts
in the PT Mif-/- group, while il-17 was overexpressed (although
at lower levels than the PT WT group), which may be because the
tissues of the PT Mif-/- group presented tissue remodeling, which
could be associated with the maintenance of epithelial integrity pro-
moted by IL-17.%°

Immune responses depend on the interaction with the micro-
biome, which releases virulence factors that interact with a wide
variety of cells, such as the development and progression of peri-
odontal disease.’® MIF is involved in the upregulation of TLR-4,'7 a
pattern recognition receptor that recognizes lipopolysaccharides,
a component of gram negative bacteria, which favors monocyte,
Mg, and dendritic cell (DC) activation.?’ Establishing this in-
teraction may help to understand the MIF-pregnancy role in PT
development.

One factor that influences the composition of the microbiota
is the hormonal profile that is affected in contraceptive users and

pregnhant women,“"57

which supports the assumption that hormonal
load contributes to periodontal disease by altering the microbi-
ome.>® Therefore, it would be interesting to analyze the profiles of
cytokines and proinflammatory hormones at the beginning, middle,
and end of gestation to better understand the effect of pregnancy

on the exacerbation of periodontitis.

5 | CONCLUSIONS

Our data demonstrate that MIF exacerbates pregestational peri-
odontitis favoring the overexpression of TNF-a and MMP-13 at the
end of pregnancy. Deletion of MIF demonstrates that cytokine has
a strong influence on the aggravation of preexisting periodontal dis-
ease during pregnancy, since Mif-/- pregnant mice developed less
severe disease than WT pregnant mice. In addition, we also demon-
strated that MIF regulates TNF-a release and MMP-13 expression,

and both contribute to the development of the disease.
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Periodontitis is an inflammatory disease that affects the supporting structures of teeth. The presence of a bacterial biofilm initiates
a destructive inflammatory process orchestrated by various inflammatory mediators, most notably proinflammatory cytokines,
which are upregulated in the gingival crevicular fluid, leading to the formation of periodontal pockets. This represents a well-
characterized microbial change during the transition from periodontal health to periodontitis; interestingly, the gestational
condition increases the risk and severity of periodontal disease. Although the influence of periodontitis on pregnancy has been
extensively reviewed, the relationship between pregnancy and the development/evolution of periodontitis has been little studied
compared to the effect of periodontitis on adverse pregnancy outcomes. This review is aimed at summarizing the findings on
the pregnancy-proinflammatory cytokine relationship and discussing its possible involvement in the development of
periodontitis. We address (1) an overview of periodontal disease, (2) the immune response and possible involvement of
proinflammatory cytokines in the development of periodontitis, (3) how bone tissue remodelling takes place with an emphasis
on the involvement of the inflammatory response and metalloproteinases during periodontitis, and (4) the influence of
hormonal profile during pregnancy on the development of periodontitis. Finally, we believe this review may be helpful for
designing immunotherapies based on the stage of pregnancy to control the severity and pathology of periodontal disease.

1. Introduction

Periodontal disease is an inflammatory condition of peri-
odontal tissues with a heterogeneous aetiology and is one
of the most common diseases in the world [1]. This disease
affects the gum and supporting tissues of the teeth, alveolar
bone, periodontal ligament, and root cementum. Approxi-
mately 60% of the total population has some degree of peri-
odontal disease [2]. In Latin America, this number increases
to up to 90% [3]. The early stage of development of this
pathology is called gingivitis and affects only the soft tissues.
The severe form, called periodontitis, severely affects peri-
odontal tissues, mainly alveolar bone, with subsequent loss
of insertion of dental organs.

The development of periodontal disease and its progres-
sion depend on different factors that modulate the host
immune response against the biofilm, such as genetic and
epigenetic predisposition including hereditary angyoderma
[4], social factors, habits (such as tobacco and alcohol use
and poor oral hygiene) [5], advanced age [6], and systemic
conditions, such as obesity, malnutrition [7], infections
(such as HIV/AIDS), osteoporosis and stress [8], type 1
and 2 diabetes [9], and scleroderma disease [10]. Notably,
periodontitis affects 23% of women between 23 and 54 years
of age and is present in 56% of pregnant women [11]. Fur-
thermore, recent evidence suggests that hormonal treatment,
the use of hormonal contraceptives, and pregnancy induce
clinical, cytological, or microbiological changes in women
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[12], which probably promote the development of this
disease.

Inflammatory cytokines are upregulated during preg-
nancy and increased during ovulation, in early gestation, in
term pregnancy, and during delivery [13]. However, it has
not been established whether there is any relationship
between pregnancy/proinflammatory cytokines and the
development of periodontal disease. In this review, we sum-
marize the current knowledge by providing a broad overview
of periodontitis and then focusing specifically on recent
findings related to the inflammatory response in pregnancy
and its possible relationship to the development of
periodontitis.

2. Periodontitis and the Oral Microbiome

The oral cavity has a dynamic environment that is formed
by the oral microbiome with all of its interspecies interac-
tions but also interactions with the oral cavity, creating a
symbiotic relationship with the human host [14]. Periodon-
titis is initiated by polymicrobial synergy, and dysbiosis is
modified by numerous risk factors. Competitive and coop-
erative interspecies interactions of microbial communities
can shape the nature and function of the entire microbiome
synergism [15]. The subgingival microbiome includes the
red complex triad (Treponema denticola, Tannarella For-
sythia, and Porphyromonas gingivalis) [16], orange complex
triad (Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, and
Parvimonas micra), Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Bacteroides for-
sythus [17], Filifactor alocis [18], Peptoanaerobacter stoma-
tis, Firmicutes phylum, Methanobrevibacter oralis [19], C.
albicans [20], and human cytomegalovirus and Epstein-Barr
virus [21].

The periodontal microbiome is complex and constitutes
the cornerstone in the development of periodontal disease.
The characteristics of the bacteria themselves are essential
in determining the course of the immune response. For
example, Porphyromonas gingivalis can modulate the innate
inflammatory response [22]. Filifactor alocis also induces
oxidative stress and alters the recognition capacity of the
inflammatory response by inactivating the complement
pathways [23]. Filifactor alocis and other bacteria, such as
Porphyromonas gingivalis, are highly invasive and promote
dysbiosis of the microbiota [24]; therefore, a pathogenesis
model has been proposed in which periodontal disease is ini-
tiated due to dysbiosis of the microbiota, called the PSD
(polymicrobial synergy and dysbiosis) model [25].

3. Immune Response in Periodontitis

Immune cells interact with biofilms when their pattern rec-
ognition receptors (PRRs) detect pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) present on bacteria. These
receptors are expressed on innate immune cells, such as neu-
trophils, eosinophils, basophils, macrophages (Mgs), mono-
cytes, dendritic cells (DCs), and natural killer (NK) cells, and
adaptive immune cells, such as T and B lymphocytes, as well
as on nonimmune cells, such as epithelial cells, endothelial
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cells, and fibroblasts [26]. This PAMP-PPR interaction acti-
vates the innate immune response characterized by neutro-
phil, eosinophil, and basophil recruitment, consequently
activating the complement system [27].

This first recognition is characterized by acute inflam-
mation; if biofilm dysbiosis persists, this response develops
into chronic inflammation. In this phase, osteoclast activa-
tion is favoured. It results in bone resorption, with subse-
quent degradation of the bone matrix and periodontal
ligament fibres by metalloproteinases (MMPs) and the for-
mation of granulation tissue [28] (Figure 1). Thus, in both
acute inflammation and chronic inflammation, cytokines,
and inflammatory mediator’s determinate disease progres-
sion factors.

Antigen-presenting cells (APCs), such as DCs, recognize
pathogens expressing PAMPs, internalize these pathogens
by phagocytosis, and degrade and process pathogen-
derived antigens, transforming the antigens into small pep-
tides that bind to major histocompatibility complex (HLA)
molecules for display on the cell surface. This presentation
is accompanied by the expression of the costimulatory mol-
ecules CD86 and CD40. DCs migrate to secondary lymphoid
tissues (lymph nodes and lymphoid tissue) to present
antigens and thus activate CD4" T cells to generate an
antigen-specific immune response [29]. CD4+ T cells differ-
entiate into regulatory and effector T cell subsets: Thl, Th2,
Th17, follicular helper T (Tth) cells, and regulatory T cells
(Tregs) [30]. The differentiation of Thl and Th2 cells is
mutually antagonistic; Treg and Th17 cells share the same
origin and have opposite effects, while Th17 cells cause auto-
immunity and inflammation, and Treg cells inhibit these
and maintain immune homeostasis.

The activation profile of CD4" T lymphocytes in peri-
odontal disease varies depending on disease progression. In
the initial phase, CD4" T lymphocytes exhibit a proinflam-
matory Th-1 profile characterized by the synthesis of macro-
phage inhibitory factor (MIF), interleukin- (IL-) 2, and
interferon- (IFN-) y, which promote cellular immunity and
the activation of cytotoxic CD8" T lymphocytes (TCs) and
Th-17 cells [31]. Other cytokines, such as IL-1a, IL-1p, IL-
8, IL-6, and tumour necrosis factor- (TNF-) « produced by
monocytes, Mgs, DCs, and neutrophils, are also produced
under these conditions [32]. In addition, endothelial cells,
fibroblasts, and osteoclasts produce prostaglandin E2
(PGE2) and granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) [33]. Together, these conditions promote
the expression of receptor activator of NF-xB ligand
(RANKL), leading to osteoclastogenesis [34].

In the chronic phase of periodontitis, CD4" T lympho-
cytes differentiate towards an anti-inflammatory Th2 profile,
characterized by the production of IL-4, IL-5, IL-6, and IL-
10 [35]. This profile favours B lymphocyte activation and
subsequent differentiation into IgG-type immunoglobulin-
producing plasma cells [36]. In this way, when periodontitis
becomes chronic, negative regulation of inflammation
through the anti-inflammatory cytokines IL-4, IL-6, IL-10,
IL-11, and IL-13 becomes predominant [37]. This immuno-
regulation is a complex phenomenon involving mediators
such as RANKL-DCs, favouring the activation of CD4"
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FiGure 1: Innate immune cells, including keratinocytes, polymorphonuclear cells (PMNs), antigen-presenting cells (APCs), and natural
killer (NK) cells, hold pathogen recognition receptors (PRRs) that detect pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) present in
biofilm bacteria, and these interactions promote the acute inflammatory response. Antigen-presenting cells (APCs) phagocytose
pathogens, process antigens, and present the antigens in the form of peptides displayed by major histocompatibility complex (HLA)
molecules. Costimulatory molecules stabilize this interaction. APCs migrate to secondary lymphoid tissues where they activate adaptive
immune cells, including CD4" T cells, such as Thl, Th2, and Th17 cells; cytotoxic CD8" T cells; and B cells that will mature into
antibody-producing plasma cells. Created with BioRender.com (https://biorender.com/).

Foxp3™ T (Treg) cells [38], which also regulate the inflam-
matory Thl response, thus, preventing the destruction of
periodontal tissues [39].

Th17 cells are characterized by the production of the
cytokine IL-17, although they also produce other cytokines,
such as IL-17F, IL-21, IL-22, and GM-CSF [40]. Th17 cells
are induced in the presence of TGF-f/IL-1f, IL-6, and IL-
23 and express chemokine receptor- (CCR-) 6, which allows
their migration to barrier and mucosal sites, such as gingival
tissues, suggesting a protective role in the oral barrier. The
inflammatory functions of Th17 cells depend on the differ-
ent combinations of cytokines expressed in the local envi-
ronment [33].

IL-17 signalling on epithelial cells is essential for the
physiological regulation of mucosal immunity and barrier
defences, promotes the production of antimicrobial factors,
regulates the recruitment and generation of neutrophils
through the induction of chemokines CXCL-1, 2, and 5,
and induces the secretion of granulopoietic factors such as
G-CSF and GM-CSF. Moreover, IL-17 induces the produc-
tion of antimicrobial mediators such as pf-defensins
(HBD), regenerative proteins (ReG), S100 proteins, catheli-
cidins, lipocalins, and lactoferrins [40].

In periodontal lesions, an increase in Th17-related cyto-
kines, such as IL-23 and IL-21, and other proinflammatory
and osteoclastogenic mediators, such as IL-6 and RANKL,

has been found [41]. IL-17 can enhance RANKL expression
on osteoblasts by promoting the secretion of MMP-1, MMP-
3, IL-6, and IL-8 from gingival fibroblasts and TNF release
from macrophages in periodontal tissues [42] and activate
RANK signalling on osteoclasts, promoting osteoclastogene-
sis [43]. In addition, IL-17 enhances inflammation through
excessive neutrophil recruitment, enhances proinflamma-
tory cytokine production, and activates osteoclasts, contrib-
uting to immunopathology and bone destruction.

In addition, the presence of Treg cells inhibits osteoclast
formation and monocyte/M¢ differentiation through the
secretion of transforming growth factor- (TGF-) S, IL-4,
and IL-10 and the interaction of CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen) with the monocyte precursor/Mg
receptors CD80/CD86 [44].

Keratinocytes express several families of pattern recogni-
tion receptors, including TLR2, TLR4, NOD1, and NOD2,
which are activated by both extracellular and intracellular
bacterial molecular structures.

The mechanisms of tolerance include not only DCs but
also Tregs. The function of oral Langerhans cells (LCs)
under physiological conditions is to maintain a state of
immune tolerance [45]. DCs also participate in peripheral
tolerance in chronic periodontitis. These cells are capable
of phagocytosing pathogens, but due to the anti-
inflammatory cytokines IL-10 and TGEF-J3, their ability to


https://biorender.com/

present antigens decreases; this decrease is associated with a
deficiency in the costimulatory molecules CD80 and CD86,
so they cannot activate T cells properly [29]. Natural killer
cells, either through direct cell-to-cell contact or indirectly
through cytokines, interact with dendritic cells to mediate
T cell immune responses [46].

In summary, the severity of the pathology of periodontal
disease, as well as its chronicity, depends on the balance and
interaction between the Th1/Th17 inflammatory response
and the Th2/Treg anti-inflammatory regulatory response
[47]. The Treg/Th17 balance is shifted in favour of Th17
cells in the presence of proinflammatory cytokines.

4. Remodelling of Bone Tissue in Periodontitis

Bone tissue is one of the most affected tissues in periodonti-
tis; under normal conditions, it is constantly remodelled,
which requires cells that degrade the bone matrix (osteo-
clasts) and cells that synthesize the bone matrix (osteoblasts)
[48]. Briefly, the bone matrix produces the growth factors
TGF- 8 and insulin-like growth factor- (IGF-) 1. Both mole-
cules favour the recruitment of preosteoblasts and promote
their maturation; subsequently, some osteoblasts differenti-
ate into osteocytes. This mechanism is regulated by para-
crine and endocrine factors, such as epinephrine B2, IL-6,
and parathyroid hormone (PTH) [49].

On the other hand, osteoclasts differentiate from a mye-
loid precursor under the influence of M¢-colony-stimulat-
ing growth factor (M-CSF) and RANKL. Osteoprotegerin
(OPQG), produced by osteoblasts, modulates the osteoclast
differentiation process [50]. Osteoclasts produce the proteo-
lytic enzymes cathepsin K and metalloproteinases (MMPs),
which degrade the bone matrix. In addition, H" proton
transporters and ATPase generate an acidic environment
that, together with chloride channels, hydrolyses, and solubi-
lizes both organic matter and inorganic matter. All this hap-
pens in Howship’s lacunae, and the osteoclasts seal them
with their podosomes [51].

In periodontitis, lymphocyte infiltrates and mononuclear
cells influence and alter the homeostatic balance of the bone.
Although modulation of the bone immune system is com-
plex, the balance of proinflammatory Thl and anti-
inflammatory Th2 immune responses is critical [52]. The
cytokines that promote bone resorption include IL-18,
TNEF-a, IL-6, IL-15, and IL-17, and the cytokines that inhibit
bone resorption include IL-4, IL-10, IL-13, IL-18, GM-
CSF, and IFN-y [50]. The best example is TNF-a, which
activates osteoclasts and inhibits osteoblast differentiation
with a consequent decrease in bone formation [53]. Specif-
ically, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) par-
ticipates in osteoblast apoptosis and low bone quality in
periodontitis [54].

The other important factor in bone resorption is a mem-
ber of the TNF family, RANKL, which promotes osteoclast
differentiation and modifies the relationship between
osteoblasts and osteoclasts [55]. RANKL is overexpressed
in proinflammatory systems, and the major source is B lym-
phocytes, followed by T lymphocytes and finally monocytes,
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although osteoblasts also produce RANKL after activation
through TLRs [56].

The RANKL-RANK-OPG system is involved in bone
regulation via regulation of the immune system to control
other systems and several pathologies. These interactions
have been described mainly in rheumatoid arthritis, which
involves bone loss and bone remodelling [57, 58]. The regu-
lation of the RANKL-RANK-OPG system and its mecha-
nisms should be clarified in periodontitis since modulation
of these mechanisms may favour treatment and prevent dis-
ease sequelae.

4.1. Involvement of Metalloproteinases in Bone Remodelling.
Periodontal tissues are composed of connective tissue; the
extracellular matrix (ECM) is mainly formed by collagen
types I, III, IV, V, and VI and noncollagenous proteins,
including elastin, fibronectin, laminins, and proteoglycans.
In periodontitis, significant degradation of all of these con-
stituent elements of periodontal tissues occurs. Overexpres-
sion of MMPs, a family of zinc-dependent endopeptidases,
is associated with the development and severity of periodon-
tal structure loss in this pathology. These enzymes are capa-
ble of degrading most of the components of the ECM [59].
In addition, MMPs favour processes involved in inflamma-
tion, such as inflammatory cell migration, chemokine
recruitment and processing, cleavage and neutralization of
complement components, phagocytosis, and cell lysis [60].

Different MMPs have the specificity to act in the degra-
dation of specific types of tissues, e.g., MMP-2 in its proen-
zyme form (~72kDa) and in its active form (~59-62kDa)
and the MMP-9 proenzyme (~92kDa) and active forms
(~88kDa) degrade fibronectin, elastin, and collagen types
IV, V, VII, X, XI, and XII; in acidic medium, they can
degrade collagen type I [61]. MMP-13, both in its proen-
zyme form (~60kDa) and in its active form (~45-50kDa),
degrades collagen I, collagen II, collagen III, collagen IV
basal membrane, proteoglycans, fibronectin, fibrin, and
tenasin [62].

The mechanisms that regulate homeostasis, such as the
overexpression of MMPs in periodontitis, are complex pro-
cesses. In homeostasis, one of the regulatory pathways
involves tissue inhibitors of MMPs (TIMPS) and a2-macro-
globulins that bind covalently and irreversibly to the active
site of MMPs with high affinity. The levels of these endoge-
nous mediators are elevated in healthy tissue and various
fluids, such as serum, amniotic fluid, and saliva, and these
mediators are synthesized by fibroblasts, monocytes, Mes,
endothelial cells, and osteoblasts [63]. Another mechanism
of negative regulation of MMP expression is the presence
of the oestrogen 17f-oestradiol, which negatively regulates
the flow of calcium into cells [64] and consequently reduces
the expression of MMPs, particularly MMP-1 [65].

On the other hand, the overexpression of MMPs can be
triggered by different factors, such as the presence of PGE,
[66], in vitro and in vivo are influenced by mechanical load
as orthodontic movement [67, 68], interactions with period-
ontopathogenic bacteria, such as Eikenella corrodens [69],
Porphyromonas gingivalis, and Prevotella intermedia [70],
or polysaccharides and cytokines, such as IL-1$ and TNF-
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TaBLE 1: Influence of sex hormones on some cells and cytokines of the immune response.
Hormone Regulation References
TTCD8+ from spleen and in vitro. [75]
T maturation and activation of B lymphocytes, |Ig2a in peripheral blood mononuclear cells and spleen cells. 76, 77]
ITNF-a, TIEN-y e TIL-10 in peripheral blood mononuclear cells, spleen, and in vitro. [78, 79]
. Peritoneal M¢ T, TLR4 in vitro. [80]
17p-estradiol TDCs TIL-12 in bone marrow, in vivo. [81]
Inhibits apoptosis by TNF-« via PI3k/Akt in neural progenitor cells. [82]
|IL-1f and TNF-« in bone marrow. [83]
[LE2] TTh1, [TE2] TTh2 in peripheral blood mononuclear cells in vitro. [84]
Mg, DCs, and NKs in peripheral blood mononuclear cells [85]
Progesterone |INF«B transduction. [86]
TTh2, TIL-4 e TIL-5, TTregs, and |TH17 in peripheral blood mononuclear cells. (87, 88]
|LB, Tapoptosis in bone marrow and lymph nodes. [89]
TTCD8+ in peripheral blood mononuclear cells. [90]
TMe, TTNF-a, TCCR2, T[IL-10], and |IFN-y in skin and spleen. [91, 92]
Testosterona Mg, TIL-12 e TIL-1p in vitro. [93]
DCs | TNF-q, nitric oxide, TLR-4. [94, 95]
11gG e IgM, peripheral blood mononuclear cells. [96]
TTGEF-f e TIGFs Tbone apposition, | IL-6 osteoclastogenesis. [97, 98]

a. In any case, these factors act on monocytes and Mgs by
favouring the production of mediators that function as acti-
vators or modulators of MMPs [71]. For example, MMP-13
upregulates RANKL/OPG levels by activating MMP-9,
increases TGF-f signalling in metastatic bone lesions [72],
and influences osteoclastic activity [73].

Undoubtedly, the participation of MMPs in the develop-
ment and severity of periodontitis is known. Establishing
whether their expression is affected by hormonal conditions,
such as gestation, is important because regulating their
expression could be considered a component of the thera-
peutic treatment of gestational periodontitis.

5. Sex Hormones and Periodontitis

Sex hormones modulate immune functions, such as thymo-
cyte maturation and selection, cell migration, MHC-II
expression, cell proliferation, and cytokine production
(Table 1) [74].

The regulatory effects exerted by hormones on the
immune response depend on interactions with their recep-
tors. For example, B cells have high expression of the genes
encoding the two oestrogen receptors, ER1 and ER2. There
is a moderate expression of these receptors on CD4" T,
CD8" T, NK, and plasmacytoid DCs, while monocytes
express reduced levels of ER1. Estradiol and ERs bind to
transcription factors, such as NF«B, SP1, AP-1, and C/EBPJ,
that are involved in the regulation of different cellular func-
tions [99].

Progesterone receptors (PRs) are present on epithelial
cells, mast cells, eosinophils, NK cells, Mgs, plasmacytoid
DCs, and CD4" and CD8" T lymphocytes. Interestingly,
the expression of PRs is higher in DCs from female rats than
in those from male rats [100], which makes it clear that the
expression of these receptors and consequently the response
that is generated when their ligand binds are higher in

females. Different PRs include two intracellular receptors
(iPRs) and three membrane receptors (mPRs), with two iso-
forms each. iPRs were initially described in the lymphocytes
of pregnant women, while mPRs were described in T lym-
phocytes and are overexpressed during the luteal phase in
CD8" T lymphocytes. Differential expression of PRs may
partially explain the differential activation of immune cells
and differences in susceptibility to various infectious and
noninfectious diseases between men and women [101].

In the same context, the sex hormone profile also has an
impact on subgingival microbiology. It has been demon-
strated that this profile promotes the development of period-
ontopathogenic bacteria, such as Porphyromonas gingivalis
[102], subgingival anaerobic-aerobic bacteria, Prevotella mel-
aninogenica, and Prevotella intermedia [103]. It is widely
recognized that hormones related to gestation alter the
immune response, modifying the pathogenesis of some dis-
eases; for example, in multiple sclerosis and autoimmune
encephalomyelitis, where an exacerbated inflammatory
response is associated with the severity of the pathology,
the disease severity decreases during gestation. Diseases such
as malaria and influenza, which require acute inflammatory
responses for their control, are exacerbated during preg-
nancy [80]. This phenomenon could be associated with
estriol concentrations, which increase significantly during
gestation. Estriol is produced in high concentrations by the
fetoplacental unit during pregnancy; it accounts for 90% of
the oestrogen produced during pregnancy, while the other
10% corresponds to oestradiol [104]. Although the immuno-
logical functions of estriol are similar to those of oestradiol
because they share receptors, estriol seems to differentially
influence the immune response; in experimental models of
autoimmune pathologies, when estriol was administered,
decreases in the proinflammatory cytokines TNF-a and
IFN-y have been observed, in addition to decreases in
CD4" and CD8" cells [105]. This immune response modified



by the presence of estriol, together with other hormones
present during pregnancy, could also influence the develop-
ment of periodontitis. This observation is corroborated in
pregnant women, who, due to their condition, have a modi-
fied hormonal profile that consequently favours the accumu-
lation of Bacteroides, which is increased in abundance up to
55 times in pregnant women compared to nonpregnant
women [106].

The involvement of hormones other than estriol in the
development of periodontal diseases has been widely docu-
mented. Progesterone increases vascular permeability and
favours oedema, erythema, and gingival bleeding, which are
all associated with increased populations of Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia [107], Actinobacillus actino-
mycetemcomitans [108], and Prevotella melaninogenica [109].

Oestrogens, particularly oestradiol, favour angiogenesis
and fibroblast proliferation and promote osteoblast differen-
tiation and maturation, osteoprotegerin (OPG) and RANKL
expression in osteoblasts, and osteoclast apoptosis by inhi-
biting osteoclast activity [83]. Periodontal ligament (PLD)
cells synthesize RANKL and OPG. In vitro cultures of
oestrogen-treated PLD cells increase OPG expression and
decrease RANKL expression through ER2 [110]; these
observations demonstrate that oestrogens can modulate the
activity of periodontal tissues and promote homeostasis.

Androgens participate in bone growth; they are anabolic
agents that increase bone mass, mainly in males, although
different androgens, including testosterone, are also present
in females. Androgen receptor mRNA is expressed more in
cortical osteoblasts than in trabecular bone and is more
closely related to cortical osteoblasts, which generate a
thicker cortical bone layer in males, while in osteoblasts,
androgen receptor mRNA is expressed similarly between
the sexes. Androgens promote osteoblast differentiation
and decrease osteoclast apoptosis; specifically, dihydrotes-
tosterone reduces OPG levels. The functions of androgens
in women have not been clearly defined; however, they are
involved in the maintenance of bone density [100].

Sex hormones are involved in bone regulation and
immune system maturation and modulate the function of
nonsexual tissues; therefore, these hormones may play a cen-
tral role in the development of periodontitis in different
stages of life.

5.1. Pregnancy and Periodontitis. Gestation is a condition
that involves physiological changes in the mother, and these
changes should allow “immune tolerance” towards the foe-
tus to develop, as well as the appearance of new cells, such
as trophoblasts [111].

Recently, the relevance of the model of a foetus as a
semiallograft capable of inducing the absence of a specific
immune response to prevent its destruction has been
debated. It is not a simple absence of the immune response
but a state of immunoregulation that allows the implanta-
tion of a foetus, which is also able to respond to injury or
aggression from the environment with an immune response
endowed with specificity and memory [112]. This immune
tolerance, in order to not reject the foetus and at the same
time allow protection of pregnant woman against pathogens,
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requires the transient modification of immunity, which
favours a Th2 environment over a Thl environment [113].
Different mechanisms have been described to explain
immune tolerance to paternal antigens, including tolerance
induction in T lymphocytes, including Treg and Th17 cells
[114]. In a healthy pregnancy, the Th17/Treg ratio shifts in
favour of Treg cells, while a decrease in Treg cells or an
increase in Th17 cells is detrimental to normal pregnancy
[115]. Tolerance is promoted by Treg and Th2 cells by
repressing Th1 and Th17 cells, while Th17 cells protect tro-
phoblasts from pathogens [116].

During gestation, the maternal-foetal interaction and the
development of the placenta favour increased hormone
concentrations. In particular, the placenta synthesizes and
releases oestrogen and progesterone into circulation. This
initiates events that stimulate “suppressive” immune
responses, mainly at the level of lymphocytes. Suppression
of CD4" and CD8" T lymphocytes decreases the secretion
of IL-2, IFN-y, TNF-f, TNF-q, IL-18, and IL-6 [117]. The
levels of oestradiol in human serum are ~0.1 uM, and those
in blood from the intervillous space are ~0.25 uM, which is
~25 times higher than the concentration found in nonpreg-
nant women at the midovarian cycle stage [118]. Oestradiol
at a concentration of 0.04 ng/mL or higher and progesterone
at 0.Ing/mL both inhibit lipopolysaccharide- (LPS-)
induced IL-1 and TNF-« secretion in monocyte cultures.
In addition, the switch from the Th1 profile to the Th2 pro-
file and the suppression of the cytolytic function of NK cells
are processes regulated by progesterone-induced blocking
factor (PIBF), which is secreted by CD8%yd T cells [119].
High concentrations of PIBF favour the differentiation of
CD4" T cells into Th2 lymphocytes, which increases 1L-4,
IL-5, and IL-10 concentrations and promotes the prevalence
of an anti-inflammatory profile (Figure 2) [120].

In the gestational stage, polymorphonuclear cells
(PMNss) show decreased chemotaxis and adhesion beginning
in the second trimester and continuing throughout gestation
[121]. This altered neutrophil activation and depressed leu-
kocyte function during pregnancy may explain susceptibility
to certain infections [122]. For example, gingival inflamma-
tion has been associated with increased serum levels of oes-
trogen and progesterone, even though no changes in TNF-«
or IL-1f levels have been detected [123].

In animal models, levels of the cytokines IL-1, IL-6, IL-
8,IL-17, and TNF-« increase under different conditions. For
example, in maternal infections with periodontal pathogens
or in vitro models of placental cells and tissues, exposure
to periodontal bacteria or products induces the secretion of
COX-2, IL-8, IFN-y, and TNF-« in addition to causing apo-
ptosis [124], and PGE, causes uterine contractions [125].

On the other hand, during pregnancy, periodontal alter-
ations increase, and the ratio of anaerobic to aerobic bacteria
is modified in the second trimester of pregnancy, mainly
through increases in Prevotella melaninogenica and Prevo-
tella intermedia related to the plasma concentrations of
estrogens and progesterone [126]. In animal models of peri-
odontitis established with Porphyromonas gingivalis in preg-
nant mice, an increased immune response with decreased
expression of anti-inflammatory cytokines and increased
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destruction of periodontal tissues is observed [102], and an
imbalance in the Th17/Treg cell ratio with aggravation of
periodontitis during pregnancy occurs [127].

Periodontitis causes gynecological problems, ranging
from difficulty in embryo implantation to preterm delivery
and low birth weight. Two possible causes have been pro-
posed: first, periodontal bacteria cause infections in the pla-
centa and foetus; second, inflammation can provoke
responses at the maternal-foetal interface [128]. There are
several contrasting and inconclusive reports on patients with
recurrent miscarriages and multiple implantation failures
during in vitro fertilization cycles which have a prevalent
Th1 profile in their peripheral blood lymphocytes [129].

Offenbacher et al. noted that primary infections in dis-
tant systems can guide a pregnancy to an abnormal term
[130]. Periodontal disease is an infectious process in peri-
odontal tissues characterized by an increase in proinflamma-
tory cytokines, and during pregnancy, the concentration of
prostaglandins increases [35]. Therefore, there may be a
relationship between both factors; periodontitis influences
pregnancy, and that gestation influences the severity of peri-
odontitis. One of the possible causes is the spread of bacteria
or inflammatory mediators of periodontal origin by different
routes, including (1) bacterial blood spread (bacteremia), (2)
blood dissemination of inflammatory mediators, and (3)
transmission of oral pathogens and colonization of the vag-

inal microbiome [131]. Gonzalez-Jaranay et al. reported that
in pregnant women with some degree of periodontitis,
symptoms progress and worsen throughout gestation. How-
ever, in the postpartum period, clinical data improve [132].
Other authors have noted that maternal periodontal disease
is not a risk factor if infectious processes are controlled [133].

Regarding the interaction of gestation with periodontitis,
some studies did not find strong evidence of this interaction;
however, they proposed routine periodontal therapy in preg-
nant women as a safe treatment for mothers and foetuses, in
addition to improving the clinical signs of maternal peri-
odontal disease [134]. In contrast, evidence of strong links
between periodontitis and pregnancy disorders such as pre-
eclampsia, preterm delivery, and low birth weight, attribut-
able to periodontal disease, has recently been reported
[135], as have associations of periodontitis with metabolic
disorders such as obesity and diabetes [136].

6. Conclusions

This review shows that sex hormones modulate the immune
response and participate in processes such as the maturation
and selection of immune cells, cell trafficking, expression of
histocompatibility molecules, cell proliferation, and cytokine
production. Although pregnancy is a condition that modifies
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the hormonal profile, little is known about its effects on the
development of periodontitis. Here, we collect important
evidence that gestational hormones, such as 17§ oestradiol,
estriol, and progesterone, influence the development of peri-
odontitis. Importantly, the interaction between the concen-
tration of gestational hormones and periodontal disease
appears to be bidirectional: on the one hand, the hormonal
profile during pregnancy seems to be decisive for the devel-
opment and severity of periodontal disease, but on the other
hand, the infectious process associated with periodontitis
during pregnancy generates a proinflammatory immune
profile that can produce alterations such as preeclampsia,
preterm delivery, and low birth weight.

However, future studies are needed to understand the
immune mechanisms underlying the interaction of preg-
nancy and periodontal diseases. The information gathered
here has the potential to contribute to an understanding of
the role of hormones in the development of periodontitis,
allowing dental teams that care for pregnant and childbear-
ing women to develop preventive and therapeutic strategies.
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14  Anexo lll Técnicas

14.1 Inmunofluorescencia en secciones embebidas en parafina tejidos 6seos y
dentales
e Fijacion de tejido.

1. Tejido diseccionado recientemente mayor a 3 mm, fijar con paraformaldehido por 30
minutos, lavar durante 30 minutos con agua corriente en agitacién, con cambio de agua

cada 5 minutos.

e Decalcificacion
2. Colocar el tejido en solucién fresca de EDTA 7% (20 volimenes), realizando cambios cada
48 hrs, hasta que el tejido tenga una consistencia blanda (durante 18 dias), después lavar

en agua corriente 1 hr, en agitacién, con cambio de agua cada 5 minutos.

H20 destilada 80 mL

EDTA 78

Agitar y adicionar NAOH1N hasta que se disuelva el EDTA, (calentar ligeramente)
Ajustar pH con HCLIN a 7.4 y aforar a 100 mL

o Deshidratacion

3. Pasar las muestras por el tren de deshidratacion

Alcohol 60% 40 min
Alcohol 70% 40 min
Alcohol 80% 40 min
Alcohol 90% 40 min
Alcohol 96% 40 min
Alcohol Amilico 20 min
Aceite de cedro 48 hrs
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e Inclusién
4. Colocar las muestras en canastillas de inclusidn, y pasarlas en parafinas, temperatura

maxima 58°C

Parafina — Aceite 12 hrs
Parafina | 12 hrs
Parafina Il 12 hrs

Inclusion en Paraplast (Verificar la posicion del tejido para que los cortes sean coronales)

e Preparacion de portaobjetos
5. Colocar los portaobjetos nuevos en solucidn de Poly L-lisina, en refrigeracion 4°C durante

24 hrs, secar tapados durante 24 hrs, guardar.
Poly L-lisina 10 ml
Agua Mq 90 ml

e Preparacion de Ruyter

6. Se utiliza para ayudar a estirar las muestras en cama de estiramiento
Adicionar albumina al agua destilada, en agitacién
Disolver el benzoato (gota a gota lentamente) en la acetona (en agitacion leve)

Mezclar ambas soluciones gota a gota muy lentamente y después filtrar

Acetona 20 ml
Benzoato de metilo 20 gotas
Albumina glicerinada 20 gotas
Agua destilada 80 ml
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14.2 Tincion H&E

Xilol | 5 min
Xilol Il 5 min
Alcohol etilico absoluto 5 min
Alcohol etilico 96% 5 min
Alcohol etilico 80% 5 min
Alcohol etilico 70% 5 min
Agua destilada 5 min
Hematoxilina de Harris 5 min
Agua corriente 10 seg

Alcohol acido: Alcohol al 70% + 1% de HCI 10 seg (chorreo con pipeta Pasteur)

Agua destilada Enjuagar

Agua amoniacal: H20 destilada + 1% hidréoxido de amonio 30 seg

Agua destilada Enjuagar

Eosina 2 min

Agua destilada Enjuagar

Alcohol etilico 96% Lavar por chorreo con pipeta Pasteur
Alcohol etilico absoluto 30 seg

Xilol 5 min

Montar con resina entellan (Merck)

14.3 Tincidn tricrémica de Masson (HT15-KT Sigma-Aldich)

Xilol | 5 min

Xilol 1l 5 min
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Alcohol etilico absoluto 5 min

Alcohol etilico 96% 5 min

Alcohol etilico 80% 5 min

Alcohol etilico 70% 5 min

Agua destilada 5 min

Bowin 48hrs temperatura ambiente
Agua corriente (x2) 2.5 min (enjuagar en agitacién)
Hematoxilina de Weigert 8 min

Agua destilada 5 min

Rojo escarlata (Sigma-Adlrich) 8 min

Agua destilada 5 min

Acido fosfomolibdico/fosfottingstico (Sigma-Aldrich) 8 min
Azul anilina (Sigma-Aldrich) 8 min

Acido acético 3 min (cambiar cada uso)
Alcohol etilico 70% 30 seg

Alcohol etilico 80% 30 seg

Alcohol etilico 96% 30 seg

Alcohol etilico absolute 15 seg

Xilol 5 min

Montar con resina entellan (Merck)

14.4 Inmunofluorescencia

7. Técnica para laminillas montadas en parafina, técnica indirecta

Porta objetos poly-L-lisinizados o gelatinizados

69



Los cortes de tejidos deben ser entre 3 y 5 micras (Parafina)

Desparafinar Toda la noche
Xilol | 5 minutos
Xilol Il 5 minutos
Alcohol 100% 1 minuto
Alcohol 90% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto
Alcohol 70% 1 minuto
Agua Destilada 3 minutos
*Cémara Humeda

PBS 1X (3 Veces) 1 minuto

PBS TRITON X-100 (0.5%)

PBS 1X (2 Veces)

Albumina sérica bovina 1X en PBS
10 mg albumina + 90 ml PBS

PBS TRITON X-100 (0.5%)

PBS 1X (2 Veces)

Para dos anticuerpos primarios:

Incubar con ler anticuerpo 1:500
50ul/muestra coverplate

PBS 1X (8 Veces)

5 minutos (500ul Tritén + 99.5ml PBS)
1 minuto

120 MINUTOS (2 hrs)

5 minutos (3 veces)

1 minuto

2 hrsa 36°C
30 pl/ muestra parafilm

1 minuto

Incubar con 2do ler anticuerpo 1:500 2 hrsa36°C

50ul/muestra coverplate

30 pl/ muestra parafilm
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*Obscuridad

Incubar con 2dos anticuerpo Fluoresceinado 1:1500 + HOTCH 1:200 2 hrs a 36°C (Toda la

noche a 4°C)

PBS 1X (2 Veces) 1 minuto

Alcohol 70% 1 minuto

Alcohol 80% 1 minuto

Alcohol 90% (2 veces) 1 minuto

Alcohol 100% 5 minutos
Alcohol-Xilol 5 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol Il 1 minuto

Montar con Entellan y guardar en la obscuridad, obtener imagenes con microscopio

Confocal, analizar en Leica Application Suite X

14.5 Extraccion de RNA muestras de maxilar

1.

Los tejidos se lavan en PBS y se trituran en nitrégeno liquido, se colocan en un tubo
Eppendorf con 200 uL de Trizol (Ambion Ref. 15596018). Mantener en frio y dejar a -70°
minimo 48 hrs hasta 1 mes.

En esterilidad, agregar 40 pL de cloroformo grado molecular por cada 200 uL de trizol y
mezclar en el vortex.

Incubar a temperatura ambiente 10 minutos. (5 minutos)

Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Después de centrifugar quedan tres fases. Tomar solamente la capa superior
(transparente) el sobrenadante, colocar en tubos Eppendorf nuevos, agregar 50 pL de
isopropanol frio y mezclar en el vortex de forma ligera. Invertir y revertir 5 segundos.
(tirar los residuos en contenedor de trizol)

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.
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10.
11.

12.
13.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C

Tirar el sobrenadante y resuspender con 500 uL de etanol al 75%, mezclar en el vértex
de forma ligera (verificar que se despegue la pastilla).

Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C. Retirar etanol con pipeta.

Repetir pasos 8 y 9

Secar el botén a temperatura ambiente 15 — 20 minutos (mdaximo 30). Seco resuspender
con 20 pL de H,0 DEPC y agregar inhibidor 1pL por tubo (botdn).

Colocar en el termoblock ya resuspendido a 37°C.

Cuantificar en espectrofotémetro a 260 nm. (EPOCH o Nanodrop)

14.6 Obtencion de cDNA a partir de RNA (SuperScript First -Strand Invotrogen 11904-

1.

018)
Tomar los pl resultantes de las muestras en los tubos para PCR y ajustar a 2000 ng/mL

de RNA en 8 L.

Agregar:

AN A

7.
8.

1) 1uLde dNTP’s
2) 1 uLde OligoDT
Aforar a 10 pL con H,O0.
Colocar en el termociclador con el programa de cDNA
65°C por 5 minutos.
4° C por 1 minuto
Preparar (RT-PCR Invitrogen) la siguiente reaccién por cada muestra:
3) 2 plL de Buffer RT
4) 4 uL de MgCl
5) 2puLdeDTT
6) 1 pLde RNAOUT
Poner 9 uL a cada muestra
42°C por 2 minutos.

4°C por 1 minuto. Durante este tiempo agregar
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

0.5 pL de SSIIRT.

42°C por 50 minutos.

70°C por 15 minutos.

4°C durante 1 minuto. Durante este tiempo agregar

0.5 pL de RNAsa H.

36°C por 15 minutos.

Agregar 1 ul de Inhibidor de RNAsas (Invitrogen)

Cuantificar el cDNA obtenido, y preparar alicuotas de trabajo de 100ug/pl

Almacenar a -70°C.

14.7 RT-PCR punto final (ADN polimerasa Taq, Thermo Scientific EP0402)

Preparar la siguiente reaccion por cada muestra: *Los primers a utilizar corresponden a la

secuencia del gen que se quiere cuantificar en cada reaccion.

e Buffer 2.5uL
e dNTP’s 0.6 uL
e MgCl 1.3 uL
e Primer Forward* 1puL

e Primer Reverse* 1ul

e H,0 16.1 uL
e Taq 0.5 pL
e cDNA 2 uL

e Volumen total 20 pl

Colocar en el termociclador con el programa de PCR que corresponde a los gradientes
de temperatura de amplificacidn de los genes (Tabla 1) Paso 3.
Programa Termociclador:
Lid: 105 °C
Volumen: 20 pl
1) 95°C, 5:00
2) 95°C,0:35
3) 57 °C, 0:35 Esta temperatura se ajusta segun el primer del gen

4) 72°C,0:35
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5) GOTO step 2, 35X

6) 72°C,5:00

7) 4°C, 10:00
2. Preparar gel de agarosa a 1.5%. (Gel grande: 40mL TBE, 0.60g agarosa, Bromuro de
etidio 2ul/15mL TBE)
Cuando el termociclador ha terminado, colocar Blue Juke (6 L) a todas las muestras.
Cargar las muestras y el marcador de peso molecular en el gel de bromuro de etidio.

Realizar electroforesis durante 45 minutos.

o v M W

Leer en el fotodocumentador y realizar la cuantificacidon con el programa Biorad Image

Lab.

14.8 Thermo Scientific ReveseAid First Strand cDNA Synthesis Kit K1622

Después de extraer y cuantificar el RNA hacer alicuotas de 20ul con 100 ng/ul
1. Colocar 11pul de RNA a 100ng/ul
1) Primer 1ul

2) Incubar a 65°C por 5 minutos

3) 5X Reaction buffer 4 ul
4) RiboLock RNase inhibitor 1ul
5) 10nM dNTP’s mix 2 ul
6) RevertAid 1ul

2. Incubara 42 °C por 60 minutos
70 °C por 5 minutos
4 °C por 5 minutos
3. Agregar 10 pl de H20 DEPC

4. Cuantificar y hacer alicuotas de 100ng/pl

14.9 qPCR (PowerSYBR Green PCR Master Mix, Applied biosystems 4367659)
Las muestras se corren por duplicado + 1 neg (H20), 1 extra en placas para gPCR (96 Fast

PCR-Platte Vollrand Sarsted 72.1980.202) sellado con Sealing Tape, optically clear, Sarsted
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95.1994) o tubos (TempAssure 0.1 mL PCR 8-tube Strips, Att. Optical Caps USA Scientific
1402-2300)

*Los primers a utilizar corresponden a la secuencia del gen que se quiere cuantificar en
cada reaccién. Mantener en obscuridad o protegido de luz directa.

B-actina 200 mMol

1) Mix Syber green 5 ul

2) Primer Forw/Rev* 1ul

3) H0 1l

4) Muestra 3 ul (300ng)
Volumen total 10 pl

Primers a 100 mMol

1) Mix Syber green 5ul

2) Primer Forward* 1wl

3) Primer Reverse* 1l

4) Muestra 3 ul (300ng)
Volumen total 10 ul

Las placas o tiras de tubos se centrifugan para eliminar burbujas, todo se debe mantener en
frio (4°C) en placa refrigerada o hielo y en obscuridad, NO tocar la tapa de los tubos o la tira
de sellado, llevar cubierto de la luz al termociclador para tiempo real. Ajustar la temperatura

segun el primer

Colocar en el termociclador con el programa de gPCR que corresponde a los gradientes de
temperatura de amplificacion de los genes (Tabla 1) Paso 3.

Programa Termociclador tiempo real:

Method: Calc
Lid: 105 °C
Volumen: 10 pl
1) 50°C, 2:00

2) 95°C, 10:00
3) 95°C, 0:15

4) 60°C, 1:00 Esta temperatura se ajusta segun el primer del gen
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5) Plateread

6) Goto 3, 35X
7) 65°C,0:31

8) 65°C, 0:05

9) +05°C/Cycle
10) Ramp 0.5°C/s
11) Plateread

12) Goto 8, 60X
13)4°C, 0.30

Leer el archivo y analizar en BioRadCFXManager

14.10 Técnica Obtencidn de Proteinas para Zimograma en colagena y gelatina para
maxilar

Preparacién de tejidos.
1. Los animales se anestesian en camara de cloroformo o pentobarbital sédico 50 mg /kg.

2. Perfundir a través del ventriculo izquierdo con PBS o solucién fisioldgica (150 ml) frio,

con punzocat 0.72x20mm y equipo de voliumenes medidos de 100ml.

3. Obtener el maxilar, lavar en PBS frio, retirar los excedentes de tejido, y macerar por
criofractura en mortero con nitrégeno liquido, agregar 30ul de solucion RIPA con

inhibidor de proteasas sin EDTA (1uL /100ul) a 4°C

RIPA
Agua Bidestilada 10 ml 50 ml 100ml
Tris HCL 5 mg (0.005g) 25 mg (0.25g) | 50 mg (0.05g)
NaCl 15 mg (0.015g) 75 mg (0.075g) | 150mg (0.15g)
SDS 01g 05g 1g
Deoxicolato de Na 0.05g 0.25g 05g
Triton X100 0.1 ml 0.5ml 1ml

Inhibidor de proteasas 1X: 1pl/99ul (1:100) [1ml 990ul RIPA + 10ul inhibidor] (Protease Inhibitor

cocktail Animal component Free Sigma-Aldrich Cat. 13786)
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4. Colocar en tubos Eppendorf con 54 pL de RIPA + inhibidor mantener agitacion moderada
durante la incubacion, evitar contaminacion manteniendo condiciones estériles de
soluciones y manipulando en condiciones asépticas.

5. Realizar la sonicacion de la muestra durante 1 minuto con tres pulsos de 15 segundos a
una amplitud de 35% y reposo de 15 segundos entre pulsos, manteniendo las muestras
en hielo y evitando se forme espuma, después vortexear.

6. Dejar en agitacion leve en frio durante 1 hora.

7. Centrifugar a 13 500 rpm durante 15 minutos, en frio 4°C, el sobrenadante constituye
la fraccion soluble en Triton X100 y el sedimento la fraccidn insoluble, se recupera el
sobrenadante (54 — 60 pl) en tubos Eppendorf nuevos, separar 10 pul para hacer la
cuantificaciéon, mantener a -20°C, el resto se mantiene a -70°C hasta su utilizacion.

Bradford

1. Stock de Albumina 1:10 (0.1g/ml).

2. Diluir una vez mas el Stock de Albumina 1:10 (10mg/ml).

3. Curva: En una placa para Elisa de 96 pozos, realizar en los primeros 2 carriles la curva
por duplicado

4. Del Stock de albumina 10mg/ml, colocar 200 pul en el primer pozo, colocar 100 pl de
agua destilada o PBS en los pozos 2 al 12 (blanco), pasar de manera seriada 100 pl del
pozo 1 al 2, mezclar, tomar 100 ul y pasarlos al 3, y asi sucesivamente hasta el pozo 11,
tirar los uUltimos 100 pl.

5. Asignar los pozos que van a se utilizados para las muestras: en el primer carril colocar
95 ul de agua destilada o PBS con una pipeta multicanal, para después completar 100 pl
con 5 pl de muestra. (1:20)

6. Colocar 50 ul en cada una de las filas para las diluciones seriadas 1:2.
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7. Agregar los 5 ul de muestra en el primer carril y trasferir 50 ul a la fila siguiente, y asi
sucesivamente 3 veces, para que queden 4 filas: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, en la dltima fila

el volumen final sera de 100 pl.

8. Colocar el reactivo de Bradford en una canaleta y agregar 100 pl a cada pozo con una

pipeta multicanal.
9. Eliminar las burbujas.
10. Cubrir de la luz y leer en el Epoch a 595nm.
11. Recuperar el archivo de D.O y analizar.
Geles de poliacrilamida
1. Preparar reactivos
— Solucidn de acrilamida-bis-acrilamida (30:0.8)

Disolver 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida en 50 ml de H,O destilada y aforar a

100 ml. Filtrar y guardar a 4°C en frasco ambar hasta 1 mes
— Persulfato de amonio al 1.5%

Disolver 0.15 g de persulfato de amonio en 10 ml de H,0 destilada, filtrar y separar en

alicuotas de 1.5 ml cada una Preparar antes de usar, proteger de la luz, guardar a -20°C.
— SDSal 10% p/v

Disolver 10 g de SDS en 70 ml de H,0 destilada, mezclar con agitador magnético hasta que

se haga clara, filtrar y aforar a 100 ml. Mantener a temperatura ambiente.
— Buffer del gel concentrador (Tris-HCl 0.5M pH 6.8).

Disolver 6 g de Tris base en 40 ml de H,0 destilada, titular a pH de 6.8 con HCl 1 M y aforar

a 100 ml, filtrar y almacenar a 4°C.
— Buffer del gel separador (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8).

Disolver 18.17 g de Tris base en 48 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.8 con HCl| 1 M y

aforar a 100 ml con agua destilada, filtrar y almacenar a 4°C.
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— Buffer del reservorio (De corrida).
a. Soluciéon Madre: (Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, SDS 1% pH 8.3)

Disolver 30.3 g de Tris base, 144 g de glicina y 10 g de SDS en 800 ml de H,0 destilada,

ajustar pH a 8.3 con HCl 1 M y aforar a 1000 ml con agua destilada, almacenar a 4°C.

b. Solucién de trabajo: Para su uso, diluir la solucion madre 1:10 (se puede reutilizar

hasta 5 veces)
— Buffer de muestra 4X no reductor (Buffer de Carga).
a. Solucién Base

Disolver 3.03 g de Tris-HCI, en 50 ml H,O destilada, después calentar ligeramente y separar
en 2 volumenes: 30 ml para disolver 8 g de SDS (mantener ligeramente caliente) y 20 ml
para disolver 40 ml de glicerol, una vez disueltos mezclar ambas soluciones, ajustar el pH a

6.8 con HCl y aforar a 100 ml con H,O destilada. Esta sera la solucién base.
b. Buffer 4X no reductor

Se emplea para las muestras de Zimograma, tres partes de amortiguador y una parte de la

muestra.

Mezclar 8 ml de la solucidn base, con 1.6 ml de H,0 destilada y 0.4 ml de azul de bromofenol

al 0.5% (50 mg (0.05g) en 10 ml de H,O destilada.

— Gelatina (50 mg/10 ml) (0.05 g/10 ml) (Sigma-Aldrich Cat. G6650)
Disolver 50 mg de gelatina en 10 ml de H,O destilada, calentar ligeramente alrededor de 40

°C en un bafio de agua caliente.
— Colagena (2 mg/2 ml) (0.002 g/ 2 ml) (Sigma-Aldrich Cat. C9791)

Disolver 2 mg de coldgena en 2 ml de Acido Acético 0.1M, agitar vigorosamente a

temperatura ambiente durante 1 — 3 hrs.
Ac acético 0.1M (5.9ml en .994ml)

2. Preparar las placas de vidrio de 1.5 mm de grosor, montar verificando que los vidrios

estén paralelos en la base, con los vidrios grandes al fondo y el delgado en el frente,
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dejando la pestafia con el nombre hacia arriba, ajustar y acomodar las almohadillas en

la base y fijar con cuidado. Verificar que no se escurra con etanol, decantar y dejar secar.

Preparar el gel separador al 10% y vaciarlo en las placas, hasta la zona verde de la base

aproximadamente 1 cm del borde del vidrio delgado, esperar a que polimerice, para

gelatina, calentar ligeramente a 35°C acrilamida y Tris pH8.8.

Concentracion 10% 1 gel 2 geles 1 gel 2 geles
gelatina gelatina | coldgena | colagena
Acrilamida 30:08 3.3 ml 6.6 ml 3.3ml 6.6 ml
Tris pH 8.8 2.5ml 5 ml 2.5ml 5 ml
SDS 10% 100 pL 200 pL 100 plL 200 pL
H,0 destilada 1.42 mL 2.84mL |2.42mL 4.84 mL
Persulfato de amonio al 1.5% 0.66 mL 1.32mL | 0.66 mL 1.32 mL
TEMED 20 uL 40 pL 20 uL 40 pL
Gelatina /colagena 2 ml 4 ml 1ml 2 ml
(se prepara un gel de cada una)
Volumen total 10 mL 20mL 10 mL 20mL

Colocar isopropanol sobre el gel para eliminar las burbujas, dejar que se polimerice,
decantar, lavar con agua destilada 3 veces y secar con papel filtro para quitar el

excedente.

Preparar el gel concentrador al 3.7% y vaciarlo en las placas:

1 gel 2 geles 3 geles
Acrilamida 30:08 0.67 ml 1.26 ml 1.89ml
Tris pH 6.8 1.25ml 2.5ml 3.75 ml
SDS 10% 50 pl. 100 pl. 150 pl.
H,0 destilada 2.59 ml 5.18 ml 7.77 ml
Persulfato de amonio al 1.5% 333 uL 500 uL 700 pL
TEMED 10 pL 10 L 15 pL
Volumen total 5mL 10 L | 15mL

Se termina de llenar el espacio entre las placas de vidrio con el gel concentrador y se
inserta la peineta, evitando dejar burbujas de aire, verificar que sea del tamafo del

vidrio, asi como el numero y tamafo de los pozos. Se deja polimerizar 30 min.

Marcar con plumoén indeleble la forma de los pozos por la parte externa (vidrio grueso),

usar la guia de carga, apoyarla sobre el centro de los vidrios.
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8.

10.

11.

12.

13.

Se monta la cdmara de electroforesis, se desmontan los vidrios, y se colocan en los
vidrios en las monturas de los electrodos, acomoddandolos con las bases hacia la parte
inferior y los vidrios gruesos hacia la parte externa, se fijan y se introducen verificando
la polaridad y ajustando la base, se llena la cdmara interna con buffer de corrida nuevo

y frio (4°C).

La camara externa puede ser buffer usado (maximo 3-4 veces) se retira la peineta, se
lavan los pozos con el amortiguador de reservorio (Buffer de corrida) nuevo y se llenan,
se remueven las burbujas del gel lavando con buffer nuevo cada pozo con una pipeta de

1 mL.

Las muestras cuantificadas (Bradford) se mezclan con Buffer 4X no reductor 3 partes +

1 partes de muestra, cada pozo puede contener hasta 33 pL.

Simultdneamente se corren estandares de peso molecular de referencia PageRuler

Prestained Protein Ladder (Thermo Cat 26616) (3uL).

Se llena el recipiente superior con el mismo amortiguador, se cargan las muestras en los
pozos utilizando una microjeringa Hamilton o una micropipeta y puntas para geles.

Cargar en orden derecha-izquierda gel exterior, izquierda-derecha gel interior.

Se conectan los electrodos a la fuente de poder, se corre la electroforesis a corriente
constante, aplicando 80 Volts durante 30 minutos y a 90 volts durante 2 horas mas,
hasta que el colorante (azul de bromofenol) alcance y salga del borde inferior del gel,
verificar también que el marcador de peso molecular, banda roja (70 kDa) y azul inferior
(50 kDa), se encuentren a la mitad del gel separador, verificar que el tanque interno se

mantenga lleno, si no rellenar con buffer nuevo.

Revelado de zimogramas.

Los geles se lavan dos veces en Triton X-100 al 2.5% por 30 minutos a 37°C, para remover

el SDS.

La actividad enzimdtica se revela incubando durante 48 horas a 37°C en amortiguador

revelador.
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a. Amortiguador Revelador para 100mL

50nM Tris HCL 7.5 pH
10 nM CaCl;

150 mM NacCl

0.5% Triton X100

0.788g / 100mL
0.11098g/ 100mL
0.8766g/ 100mL
0.5mL

b. Amortiguador Inhibidor para 100mL

50nM Tris HCL 7.5 pH
10 nM CaCl;

150 mM Nacl

0.5% Triton X100

10 mM EDTA

Tincion Zimograma

0.788g / 100mL
.11098g/ 100mL
0.8766g/ 100mL
0.5mL

.292 g/ 100mL

Se tifien con azul de comassie R-250 al 0.5% en solucidn desteiidora, para el gel de gelatina,

dejar 5 — 10 minutos

Se tifien con rojo sirio al 0.5 % en acido acético, para el gel de colagena dejar 5 — 10 minutos

Las enzimas que degradan el sustrato se identifican como zonas blancas de lisis en el fondo

azul o rojo.

Solucion Destenidora

1L 500 ml
Metanol 500mL 250
Ac. Acético Glacial 100mL 50
H20 Destilada 400mL 200

Analisis densitométrico:

Los zimogramas se capturan en un analizador de geles, y la zona de actividad enzimatica es

valorada por densitometria, usando el software del aparato. La cantidad de enzima se

expresa en unidades arbitrarias (AU) proporcionadas por el aparato.
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