BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
S % FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
LICENCIATURA EN ESTOMATOLOGIA

TESIS:

SONDEO PERIODONTAL EN UN MODELO MURINO DE
ENFERMEDAD PERIODONTAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE LICENCIADO EN ESTOMATOLOGIA

PRESENTA:
ALEXANDER NERI DIAZ
MATRICULA 201108880

DIRECTOR DE TESIS:
D. C. JULIA FLORES TOCHIHUITL
ID 100228022

DIRECTOR DISCIPLINARIO:
MTRA. SAMANTHA RIVERA MACIAS
ID 100518803

DIRECTOR METODOLOGICO )
MTRO. ROSENDO GERARDO CARRASCO GUTIERREZ
ID 100008655

ASESOR EXTERNO:
D.C. JULIO CESAR MORALES MEDINA

LECTOR: ,
MTRA. ADRIANA MARIA MARTINEZ HERNANDEZ
ID 100483611

MARZO 2021






Oficio No. FESIEP/027/2021

C. Alexander Neri Diaz

Matricula: 201108880

Alumno de la Licenciatura en Estomatologia
De la Facultad de Estomatologia

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
PRESENTE.

El que suscribe, MO. Farid Alfonso Dipp Velazquez, Secretario de Investigacion y Estudios de Posgrado de la
Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, por este medio me permito
informar a usted que esta Secretaria aprueba la impresion de la Tesis titulada " Sondeo periodontal en un
modelo murino de enfermedad periodontal’’, misma que presentara para realizar su examen profesional y
obtener el grado de Licenciado en Estomatologia.

Sin mas por el momento, deseandole lo mejor, le reitero mi distinguida consideracion.

Atentamente
“Pensar bien, para vivir mejor”

H. Pueblade Z., a 2021.
s
e :

P
M id Alfgnso Dipp Velazquez
- Secretario de Investigacion y Estudios
Facultad de Estomatologia

Facultad 31 Poniente 1304, Col. Volcanes,
de Estomatologia Puebla, Pue. C. P. 72410
01 (222) 229 55 00 Ext. 6400



BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
SOLICITUD DE AUTORIZACION DE IMPRESION DE TESIS RECEPCIONAL

Para obtener el Grado de: Licenciado en Estomatologia
Registro CIFE: 2020141 Fecha: 02 de marzo de 2021
Titulo de la Tesis: Sondeo periodontal en un modelo murino de enfermedad periodontal.

Nombre del alumno: Alexander Neri Diaz Matricula: 201108880
Domicilio: Av. Reforma,SS,ASan Bartolomé Hueyapan, Tepeaca, Puebla.
Tel: 2227145515 )/ /1[4 Fecha de ingreso a la Facultad: Agosto 2011
Firma: W MT/%
Director de tesis: Julia Flores Tochihuitl Grado académico: Doctora en
Ciencias Quimico Bioldgicas
Adscripcion: Facupa¢de Estomatologia ID: 100228022 Tel: 2225466711
Firma: 9&}7? 1

27
Director disciplinario: Samantha Rivera Macias Grado académico: Maestria en

PyMB
Adscripcion: Fa&%&tomatologia ID: 100518803 Tel: 2225112025
Firma: 7

=

Director metodoldgico: Rosendo Gerardo Carrasco Gutiérrez Grado académico: Maestria en
Salud Publica

Adscripcion: Facuttgrede Estomatologia ID: 100008655 Tel: 2225053084
Firma:
Asesor externo: Julio\Cesar Morales Medina Grado académico: Doctor en
Ciencias
Adscripcion: CINVﬁIA\//}ab. Tlaxcala Tel: 2231089197
Firma:

Z—_\
Lector: Adriana Maria Martinez Hernandez Grado académico: Maestria en
Ciencias Médicas e Investigacién
Adscripcion: Facwg stomatologia ID: 100483611 Tel: 2221937773
Firma:

Nombre y firma de aprobacion del Presidente de la academia de Cirugia y Periodoncia

Mtra. Vianey Lino Aguilar Firma: - il m\\
3 &

QDI EST0, »
0 ‘.‘\k xufw,, s

Fecha: 02 de marzo de 2021 Sello:




AGRADECIMIENTO

A Dios. Que da direccién a mi camino.

A mis directores.

Agradezco inmensamente a mi distinguida directora de tesis y amiga, la D.C. Julia
FloresTochihuitl, précer por compartir conmigo su ilustre pasion y dedicacion por la
investigacion, por encauzar mi camino a la ciencia con ética y calidad, por su
paciencia, tiempo y consejos, por brindarme su total apoyo y confianza.

A mi directora disciplinaria, la Mtra. Samantha Rivera Macias, director metodolégico,
el Mtro. Rosendo Gerardo Carrasco Gutiérrez y asesor externo el D.C. Julio César
Morales Medina, quienes son egregios de sus areas y recon0ozco su eminente ayuda
para este trabajo.

A las instituciones.

Laboratorio multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla.

Bioterio del laboratorio Tlaxcala del CINVESTAV, IPN.

Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de Tecnologia, Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla.

Centro Avanzado de Pruebas Analiticas No Destructivas. Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla.

Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de Puebla.

A mi familia.

Mis abuelos, Enoc Neri Machorro, Magdalena Sdnchez Mora, Jacob Diaz Ramirez y
Maria Petra Aparicio Aranda, que siempre procuraron ensefar o mejor a todos sus
nietos y viven en nuestras mentes y corazones. Mis padres y pilares, el Arg. José Luis
Neri Sanchez y la Sra. Ma. Eloina Diaz Aparicio, a quienes admiro, adoro y respeto
por su infinito amor,apoyo sin condicién y consejos. Mis hermanos, el Arg. Rodrigo
Emmanuel Neri Diaz y el Lic. A.T. Alexis Neri Diaz, con quienes creci y comparti mi
infancia y ahora con su buen ejemplo continto creciendo como persona. Mis tios y
segundos padres, el C.P. Jaime Neri Sanchez y la Sclga. Veronica Lara Blanco, a
quienes también admiro y me han dado todo su amor y apoyo incondicional como a
un hijo. A mis sobrinos, Damian Neri Lechuga y el futuro nuevo integrante de la
familia Neri De la luz, a quienes amo y deseo se esmeren en ser unos excelentes
estudiantes y hombres de bien. A todos mis compaferos de trabajo y amigos que
contribuyeron con su esfuerzo, cooperacion y esmero.



Esta investigacion fue realizada gracias al apoyo del Consejo de Ciencia y
Tecnologia del Estado de Puebla.



INDICE

Contenido
3.= INTRODUGCCION ..ot eeeeeees e eees e s esees e seeeseee s es e s es et seseseeeseee s eseeeseesseseseseeseeseeesens 1
8- PALABRAS CLAVE ..ot eeeeeeseeeeeeee e seee e s eseesesesee s eseeseee s eseeseeseee s eseseeseee s esseseeseeeeeesanees 1
5. ANTECEDENTES .....veeeeveeeeeeeeetees e sees et esees e eseee s es e es et ee e seeeseseeeseee s es et eesteeseeeseeseeeseeeres 2
B.1.- GENERALES ...ttt eeeeeeeeeeeeseee e eeeeeeeseee et esaeseee s e s et eseeesee s eseeseees et eseeseeeseeseseeseesseeseseeees 2
5.1.1.- ENFERMEDAD PERIODONTAL ......cvviveeteeeeeeeeeseeseeeseeseeeseeeeeessesseeseeeseeseeesesseessesea. 2
5.1.2.- SONDEO PERIODONTAL w....eveveeeeeeeeeteeteeseeeeeeteeeeeseee e s eseeseeseeseeseeseeseeeseeseeseeseeesesse 3
5.1.3.- MODELOS MURINOS DE ENFERMEDAD PERIODONTAL ..., 4
5.2.- ESPECIFICOS. ..veveeveeeeeeeeeeeee e eeeee e ee e sesese s seee s s e s eeese s es e s es e esesesees e eseeeseesseesesesees e 5
6.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ....voeveeeeeteeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeessees e sseee s eees s eeesenee 7
7= JUSTIFICACION oottt e e e et s et ee s e s et e e et e s e s e e s ee s et eee s es s eseeeseeeeeseeenens 8
B.m HIPOTESIS ...ttt e et e et s e s e st et eseee e et eeeee e ee et ee e es e ee e er e 9
9.= OBJIETIVOS ..ot seeeseee e seee s ee e s s e s s s eseee s ee et eees e s e s e eseees e eeseeeseeereens 10
9.1.- OBJIETIVO GENERAL......veveeveeveeteeeee et eeeesees et eseeseesesese et esesssesseeseseeseeseeeseeseeseeseseesesesene 10
9.2.- OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...t eee et eeeesees s eee e es e se s eseeseo 10
10.- MATERIALES Y METODOS .....cvrveeveeteeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeseseeeseasesseeseeeseeseeseeseeesesseesessessssesessees 11
10.1.- DISENO DEL ESTUDIO ...eeveeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeseeeseesesseeeeeseeseeseessessesseeseseesesesesessesesesseenens 11
10.2.- POBLACION Y MUESTRA ...veeveeteeeeeeeeeeeeeseee et eeeseeseesseeeseeeseeseeseseseeseesseessesseeeseessessesees 11
10.2.1.- POBLACION ..ottt e e sese e st es e s e ee e e es et eeseeeseese s e enseseeeen 11
10.2.2.- MUESTRA ..o eeeeeeeeeeee et eeee et ee e es e eseee e e s e e s s e s e et eee s eseees e eseeseee e eeees 11
10.2.3.- TAMARIO DE LA MUESTRA «.cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesseseeeeseeseseeseeseeesesseesessessesenees 11
10.3.- CRITERIOS DE SELECCION ......ovuveeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeesesseeeseeseesseseess e eseseess e 12
10.3.1.- CRITERIO DE INCLUSION .....ovveteeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesseseeeeseeseesseseeeseeseeseese e esesnes 12
10.3.2.- CRITERIO DE EXCLUSION .....vvrtviveeeeeteseeeeeeeeeeeeeeeeeessesseeesesseseesessssesesseasesseesseseeses 12
10.3.3.- CRITERIO DE ELIMINACION ......cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeseeseeeseseeeseesseseese s eseesnes 12
10.4.= VARIABLES ..ottt eee e ee et s e e et st s eee s ee et eeseee et e s eseee e s et esene e eseseenens 13
10.5.- CONCORDANCIA Y FIABILIDAD.......ovoiveeveeeeeseeeeeeeeeeseesseseseeseesseesseesessssssesseesseessesseenees 13
10.6.- UBICACION ESPACIO TEMPORAL «...ooveeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeeeseseeeseesesseeseseseesessseeesessessens 14
10.7.- PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION.......coooveeveieenr, 14
10.7.1.- INDUCCION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL .....vvoveeveeeeeereeeeesseeseseeessesnes 15
10.7.2.- TECNICA DE SONDEO PERIODONTAL EN MURINOS......c.vvmveriereeeersrseeseesrennes 16
10.7.2.1.- TECNICA DE SONDEO .....oooieeeeeeeeseeeeeeeeeeeseseeesesseeeeeseeseesseeseeeseesesseesseeessesees 16

10.7.2.2.- MEDICION DE LA PROFUNDIDAD DEL SURCO GINGIVAL O BOLSA
PERIODONTAL. ..ttt et e e e s s e et e e e e e s s e e e e e e e e s e e nnnnrnnes 16



10.7.3.- EUTANASI A ettt e e e s e e e e e s s e e e e e e e e e e s annnrnnes 16

10.7.4.- REGISTRO DE DATOS........octiteeeeeeeeeeeeee et es et te e st eases st esens st tensnennnes 16
10.8.- DIAGRAMA DE FLUJO ..ottt ettt ettt et tensaessssete s stesssaenesaanes 17
10.9.- ANALISIS ESTADISTICO ....ooiieeieeieeeee ettt st et atestesaenestesae s anesae e 18
0T (0T @ 1113 07N 18

10.10.1.- RECURSOS HUMANOS .......ccotiiitiiiieee ettt esstee st eaetes e ts et s stssssaate s saenssaene s 18

10.10.2.- RECURSOS MATERIALES .....oviiiiteeieeeeteteeeee et es st n s 18

10.10.3.- RECURSOS FINANCIEROS........ooiiiiteeeeeeeeeeteeeetee e eeeteeeeesseeeae s sannssaete s saennaeene s 18
10.11.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.........cvcteeeeeeieieteeeeeeeeteses et eeees s tees s eeseen e 19

I = 0 ] = 1 0N 19
12.- RESULTADOS . .....oouitieieeteteeee et ettt et et e ettt s et e te e sees s st et esese e enateteneanassteseseannas 20
12.1.- SONDA PERIODONTAL PARA MODELO MURINO .........ccooiireviieieeeeseeeeeeeres e, 20
12.2.- SONDEO VESTIBULAR .......oitiiiteeeeeetteeeee et ee e sttt et ete s saesssaene s stesnaeenesnans 21
12.3.- SONDEO LINGUAL......cooiieitetetee e ieteteee e es et e ettt et st tes s s saetesean s stesesess e 22
13.- DISCUSION DE RESULTADOS .....coiiitieciete et eee ettt etese s tess et eesteessaeneenneenn s 23
14.- CONCLUSIONES ....cooviieteeceeee ettt ettt ee ettt s ettt ss s st etesess e esatetene s s stetesean e 25
15.- BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt e ettt en ettt ae et s et ese s s s tateseen e 26
16.- ANEXOS ..ottt e eee et ee et te et s e ettt eee et et et et ese s et et et et e as s et et et ese s et et et ese et et et er e et et eterenn e 30
16.1.- ANEXO 1. TABLAS PARA ANOTAR LOS DATOS DEL SONDEO PERIODONTAL.......30

16.2.- ANEXO 2. RECONOCIMIENTOS ......oeiiiiiiiiiiiiieiee e 31



3.- INTRODUCCION

La enfermedad periodontal (EP) es un proceso inflamatorio cronico que afecta
a los tejidos que constituyen la estructura de soporte y proteccién del diente, esta
incluye la gingivitis inducida por placa bacteriana (toda periodontitis se inicia con la
presencia de gingivitis) y la periodontitis aguda o crénica. La periodontitis en sus
estados avanzados puede causar la pérdida del organo dentario (OD), dicho
padecimiento ocupa el segundo lugar de las enfermedades bucales mas frecuentes.
El sondeo del surco gingival o de la bolsa es el parametro mas importante para el
diagnéstico de la EP.

Diversos grupos de investigacion en el mundo trabajan principalmente con
modelos murinos de EP, estos indagan en nuevas metodologias para el diagndstico
y prevencion; asi, como nuevos principios activos para el tratamiento; todos ellos
encaminados a mejorar la salud periodontal y prevencion de esta patologia.

La presente tesis se desprende de un proyecto anterior en nuestro grupo de
investigacion que tuvo como propoésito estudiar la relacion de la EP con
enfermedades sistémicas como lo es la Diabetes mellitus, ambas enfermedades
tienen como comun denominador que en su fisiopatologia existen procesos
inflamatorios y es necesario conocer y aportar informacion de como influye o
repercute esta inflamacion sobre la via trigeminal y la corteza sensitiva que recibe
informacion de los 6rganos dentarios.

En relacion a la inflamacion provocada en el modelo, si bien es cierto que
varios grupos de investigacion realizan observacién clinica y utilizan métodos
radiograficos, tomograficos e histopatoldgicos para evaluar la presencia de la
inflamacién periodontal y sus repercusiones sobre el hueso alveolar, muy pocos
grupos realizan sondeo periodontal y describen brevemente las caracteristicas de la
sonda empleada. De estas observaciones notamos la necesidad de proponer una
herramienta apropiada a las dimensiones del roedor para lograr sondear la
profundidad del surco o bolsa.

El sondeo periodontal es considerado de suma importancia en el ambito
estomatologico u odontolégico como una préctica clinica de gran consideracion para
el diagndstico, tratamiento y prevencion de la EP en seres humanos; es entonces
necesario, que en los modelos murinos utilizados para el estudio de la EP también
se pueda determinar a través del sondeo la profundidad del surco o bolsa para
complementar los resultados de las otras pruebas diagndsticas que ya se realizan,
por lo que el presente proyecto tiene como objetivo principal disefiar un instrumento
gue sea capaz de determinar con medidas precisas la profundidad del surco gingival
0 bolsa periodontal, con el fin de aportar y complementar informacion diagndstica
mas detallada que contribuya a un mejor entendimiento de este trastorno a través de
estos modelos experimentales de estudio.

4.- PALABRAS CLAVE

Modelo de enfermedad periodontal, Periodontitis, Rata, Sondeo periodontal.



5.- ANTECEDENTES
5.1.- GENERALES
5.1.1.- ENFERMEDAD PERIODONTAL

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica que conduce a la
pérdidadel OD y de hueso alveolar. El informe de la Clasificacion 2017 para
Enfermedades y Afecciones Periodontales y Periimplantarias enfatizd que el grado
de la pérdida 6sea alveolar se ha utilizado como evidencia directa de la gravedad y
progresion de la periodontitis (Zhang y cols. 2020).

La pérdida ésea clinica difiere segun la edad del paciente, el tipo de diente y
el grado de contaminacion de la biopelicula oral, lo que puede conducir a
transformaciones en la morfologia del hueso residual. Con el creciente nivel de
aceptacion de la cirugia estética periodontal, implantologia, ortodoncia y terapia
restaurativa después de la terapiainicial, la morfologia de los defectos 6seos
alveolares causados por la periodontitis ha atraido mas atencion (Zhang y cols.
2020).

La periodontitis es frecuente en adultos, pero también puede ocurrir en nifios
y adolescentes; La cantidad de destruccion de tejido es generalmente proporcional
a los niveles de placa dental, las defensas del huésped y los factores de riesgo
relacionados (AlJehani, 2014).

Las formas avanzadas de periodontitis que provocan una pérdida severa de
las estructuras de soporte y una pérdida sustancial de los dientes afectan al 10-15%
de la poblacion a nivel mundial. Este rango de prevalencia estimado incluye tanto la
periodontitis agresiva (que afecta principalmente a adolescentes o adultos jovenes)
como la periodontitis crénica (que afecta principalmente a adultos y cuya prevalencia
aumenta con la edad en todas las poblaciones) (AlJehani, 2014).



5.1.2.- SONDEO PERIODONTAL

Las enfermedades periodontales se diagnostican sobre la base de signos
clinicos, con radiografias que ayudan en las decisiones de planificacién del
tratamiento y en la prestacion de atencidon periodontal. En primera instancia, el uso
de un sistema para detectar pacientes con enfermedad minima o nula y para aquellos
con enfermedad que requieren diagnostico completo y planificacion del tratamiento
para la periodontitis es un enfoque muy util, el enfoque diagndstico completo se basa
en el sondeo periodontal y la respuesta al sondeo. Las mediciones de la profundidad
del sondeo periodontal y los registros de nivel de insercion periodontal son hallazgos
clinicos, que dependen en gran medida del estado de salud de los tejidos
periodontales (Corbet, 2012).

Las sondas varian en el disefio de su seccién transversal y en las marcas
milimétricas, todas deben ser lo suficientemente delgadas para permitir su facil
insercion en el surco o la bolsa, el modo mas comun de calibracion es aquel donde
la sonda estd marcada en la punta activa con un incremento continuo de 1 mm hasta
llegar a 10 mm. Los tipos de sondas que existen para el sondeo periodontal en
humanos son las siguientes: sonda Glickman, sonda de Williams, sonda de Michigan,
sonda de Nabers N°2, sonda de Cattoni, sonda de Marquis, sonda OMS, sonda WHO
Hu-Friedy, sonda Parallel, sonda Plast, sonda Vivacare TPS, y sondas electrénicas.
El uso de la sonda periodontal como herramienta de diagndstico en el tratamiento de
la enfermedad periodontal es de suma importancia para evaluar la profundidad del
surco gingival o bolsa periodontal y proponer un plan de tratamiento eficaz a dicha
patologia (Corbet, 2012).

La técnica de sondeo periodontal para medir una bolsa periodontal en
humanos se realiza insertando suavemente la punta activa de la sonda con una
presion de 20 a 25 gramos paralela al eje vertical del diente para luego deslizar en
circunferencia alrededor de cada superficie del diente para detectar su configuracién
y las areas de penetracion mas profundas (Garnick y Silverstein, 2000). Una técnica
similar no existe en roedores.



5.1.3.- MODELOS MURINOS DE ENFERMEDAD PERIODONTAL

Desde tiempos inmemorables, el progreso de los conocimientos médicos ha
requerido de investigaciones sobre las causas, prevenciéon y tratamiento de las
enfermedades y las experimentaciones tradicionalmente han sido hechas primero en
animales. La experimentacién con animales ha permitido un desarrollo cada vez mas
acelerado de los conocimientos bioldgicos, del bienestar del hombre y de los propios
animales. Es éticamente reconocido que no se deben emplear medicamentos,
sustancias, ni dispositivos en seres humanos a menos que los ensayos preclinicos
efectuados en animales permitan suponer razonablemente su inocuidad. (Molina y
cols. 2017). Ratones, ratas, hamsteres, gatos, perros, lobos, zorros, ovejas, caballos
y varios primates se utilizan para estudios experimentales. Los primates se
consideran el mejor modelo animal que se puede elegir debido a su estrecha relacion
con los humanos, pero estos animales no se prefieren en estudios a gran escala
debido a sus altos costos. Las ratas se prefieren con frecuencia en los estudios
experimentales de periodontitis debido a sus ventajas, como ser baratas, faciles de
obtener y faciles de usar (Cetin y Sezgin 2020).

Observaciones clinicas de enfermedad periodontal, radiograficas, histoldgicas
y el analisis molecular de los modelos animales experimentales (ratones y ratas) han
proporcionado importantes conocimientos sobre la patogénesis de la enfermedad.
Ademas, los modelos animales con complicaciones fisiolégicas se han utilizado
ampliamente para desarrollar nuevas modalidades de tratamiento con estrategias
terapéuticas mas efectivas, como investigar las interacciones huésped-patégeno,
estudiar los efectos de las intervenciones quirirgicas y evaluar los efectos intrinsecos
de la infeccion periodontal o la inflamacién en afecciones sistémicas.



5.2.- ESPECIFICOS

La técnica de sondeo en humanos depende de un buen instrumento y de la
habilidad para sondear del periodoncista, en el caso de los modelos animales no
existe en la literatura una técnica de sondeo periodontal descrita, y solo algunos
investigadores han probado algunas sondas usadas para humanos en el sondeo del
animal experimental.

Ancayy cols. (2017) realizaron un estudio experimental en ratas Wistar machos
gue se sometieron a un procedimiento de induccion de periodontitis mediante la
colocacién de ligaduras de hilo de seda alrededor de los incisivos inferiores bajo
anestesia general. Clinicamente, los cambios del tejido periodontal inducidos por la
progresion de la periodontitis se evaluaron diariamente. Se determinaron el nivel
plasméatico de la citocinalL-6 y los parametros hematolégicos como leucocitos,
neutrofilos, linfocitos, monocitos y plaquetas al inicio y al final del experimento.
Después de siete dias, se sacrificaron los animales y se prepararon muestras para
evaluacion histolégica. Se registraron manifestaciones clinicas como cambios en el
color, el contorno y la consistencia del tejido gingival y el sangrado al sondaje, pero
estos autores no abundan mas en las condiciones del sondeo ni las caracteristicas de
la sonda empleada. El analisis histopatol6gico mostr6é una intensa infiltracion celular
inflamatoria, la presencia de osteoclastos y una evidente actividad de resorcion 6sea.
También se observé un aumento significativo en los valoresde IL-6 durante la
progresion de la periodontitis en ratas. Los resultados de esta investigacion
demostraron que los cambios clinicos e histolégicos en el periodonto de la rata estan
correlacionados con una notable respuesta inflamatoria sistémica. De sus resultados
se observa la necesidad de utilizar una sonda adecuada para aportar resultados de
sondeo periodontal fiables y que puedan correlacionarse con las deméas pruebas
diagndsticas.

Pessoa y cols. (2018) utilizaron ratas Wistar hembras, se dividieron
aleatoriamente en tres grupos de seis sujetos: control (sin ligadura, se evaluaron los
primeros molares derecho e izquierdo y se uso el valor medio), periodontitis 1 (primer
molar inferior derecho con una ligadura, durante 20 dias, donde solo ligaron el diente
evaluado), y periodontitis 2 (ambos molares inferiores con ligaduras, durante 20 dias,
fueron evaluados y el valor medio se utilizé en la estadistica para los parametros
periodontales). En el grupo 1 colocaron una ligadura de nylon (3-0) alrededor de la
region cervical del primer molar inferior derecho y en el grupo 2 colocaron dos
ligaduras alrededor de los dos primeros molares inferiores. Ellos obtuvieron el indice
de sangrado gingival (ISG) de la siguiente manera: Los primeros molares se
sondearon en la region de la bolsa periodontal o el surco gingival durante diez
segundos utilizando una sonda con un radio de 0.2 mm. La clasificacion del ISG
segun lo descrito por Liu y cols. (2015), de acuerdo con puntajes de 0 a 5: puntaje O:
el margen gingival y la papila gingival (MGP) son saludables; puntuacionl: MGP
levemente inflamado sin sangrado; puntuacion 2: MGP levemente inflamado;
cambios de color, ausencia de edema, hemorragia punteada; puntuacion 3: MGP
moderadamente inflamado; cambios de color, edema leve y sangrado en el
surco gingival; puntuacion 4: MGP severamente inflamado; cambios de color, edema
severo, con sangre saliendo del surco gingival; puntuacion 5: MGP severamente
inflamado; cambios de color, edema severo, ulceracion y sangrado espontaneo; con
sangre observada saliendo del surco gingival. Para evaluar la profundidad de la bolsa



al sondeo (PBS) utilizaron una sonda periodontal (radio de 0,2 mm) en los
primeros molares inferiores. Se midieron tres puntos: mesiobucal, distobucal y
media, las medias encontradas para cada grupo fueron: 0.8 + 0.1 mm para el grupo
control, 3.3 £ 0.1 mm para el grupo de periodontitis con una ligaduray 3.3 £ 0.1 mm
para el grupo de periodontitis con dos ligaduras. Hubo diferencias significativas con
respecto a PBS entre el grupo control y los grupos con ligadura. Las papilas
gingivales en los grupos con ligadura se inflamaron, con cambios en el color, edemay
sangrado después de un sondeo ligero. Ambos grupos con ligadura en comparacion
con el grupo control presentaron diferencias clinicas con respecto al tejido gingival.
El estudio menciona el uso de una sonda periodontal, asi como la aplicacion del
sondeo, pero no describe ninguna de las dos, debido a la falta de informacion se
necesita una técnica de sondeo periodontal y un instrumento adecuados y
estandarizados para este tipo de investigaciones en murinos.

Cetin y Sezgin (2020) compararon mediciones morfométricas lineales directas
(con lupa dental, sonda periodontal y calibrador digital sobre el hueso alveolar) e
indirectas (realizadas por medio de un programa especial de software en fotografias
digitales) para evaluar la pérdida 6sea alveolar. Evaluaron treinta mandibulas
derechas de ratas Sprague Dawley de un estudio previo que indujo periodontitis con
modelo de ligadura. En el grupo de medicion directa, la distancia entre la unién
cemento-esmalte y la cresta 6sea alveolar se evalué mediante un calibrador digital y
una sonda periodontal usando lupa dental, mientras que en un grupo indirecto
mediante un programa de andlisis de imagenes en fotografias digitales. La pérdida
Osea alveolar media fue de 1.08 + 0.22 mm en el grupo de medicion directa 'y 1.19
+ 0.33 mm en el grupo de medicion indirecta. El estudio utilizé una sonda periodontal
para humano, y aunque no reportan inconvenientes con la sonda, tampoco reportan
que las dimensiones de ésta son las mejores para el tamafio del animal de estudio.



6.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Del afio 2016 al aflo 2021 se han realizado mas de 700 estudios con modelos
murinos de EP por diversos grupos de investigacion, estos han arrojado hallazgos
innovadores en el campo de la fisiologia, farmacologia, microbiologia, inmunologia,
fisiopatologia y morfologia relacionados con la EP, solo hay 2 estudios reportados
en modelos murinos donde se ha realizado una valoracion clinica a través del sondeo
periodontal con sondas destinadas para uso humano, esta accion permite aportar
mayor validez al modelo por su representatividad de la enfermedad.

En el proyecto general de nuestro grupo de investigacion se tuvo como
principal objetivo evaluar como la diabetes con o sin enfermedad periodontal afectaba
los mecanismos adaptativos de la via trigeminal, especificamente del subnucleo
oralis; donde nos percatamos de la necesidad de realizar el sondeo periodontal en
nuestros grupos de estudio en un estado sano y enfermo, ademés era necesario
conocer si existia diferencia en la profundidad del surco gingival asociada al sexo por
lo que seria de utilidad realizar estas mediciones tanto en hembras como en machos.
Después de hacer una revision bibliografica y observar la escasa investigacion en
relacion al sondeo periodontal en los modelos murinos surgen las siguientes
preguntas de investigacion:

1.- ¢Existe diferencia en la profundidad del surco gingival medida con la sonda
periodontal prototipo de ratas machos y de ratas hembras antes y después de la
induccién de enfermedad periodontal?

2.- ¢Existe diferencia en la profundidad del surco gingival medida con la sonda
periodontal prototipo en ratas machos comparadas contra hembras después de la
induccién de la enfermedad periodontal?



7.- JUSTIFICACION

En el mundo se usan ampliamente modelos murinos de estudio de EP, los
resultados se sustentan en la reproducibilidad del modelo, es decir, que se presenten
en él la fisiopatologia de la enfermedad. El modelo mas usado para el estudio de la
EP precisamente es el murino (Cetin y Sezgin 2020; Molina y cols., 2017), la
presencia de la EP en los modelos murinos se ha evaluado principalmente a traves
de radiografias, microtomografias y estudios histopatolégicos; también es necesario
tener informacion clinica acerca de la profundidad del surco gingival o bolsa
periodontal del modelo, es por eso que la propuesta de nuestro grupo de
investigacion es medir la profundidad del surco gingival o bolsa periodontal en ratas
con una sonda periodontal prototipo disefiada y construida en nuestro laboratorio de
investigacion.

De esta manera la presente investigacion aportara informacion relevante y
reproducible a corto plazo para continuar con el estudio de la EP, la cual es la
segunda enfermedad mas importante en el campo de la Estomatologia.



8.- HIPOTESIS

Para la pregunta 1:

Hipotesis cientifica (H1): La profundidad del surco gingival medida con la
sonda periodontal prototipo en ratas machos y en ratas hembras es diferente antes
y después de la induccién de la enfermedad periodontal.

Hipétesis nula (HO): La profundidad del surco gingival medida con la sonda
periodontal prototipo en ratas machos y en ratas hembras es igual antes y después
de la induccion de la enfermedad periodontal.

Para la pregunta 2:

Hipotesis cientifica (H1): La profundidad del surco gingival medida con la
sonda periodontal prototipo es diferente en ambos sexos en la rata con induccion de
la enfermedad periodontal.

Hipotesis nula (HO): La profundidad del surco gingival medida con la sonda
periodontal prototipo es igual en ambos sexos en la rata con induccion de la
enfermedad periodontal.



9.- OBJETIVOS
9.1.- OBJETIVO GENERAL

Medir y comparar la profundidad del surco gingival con la sonda periodontal
prototipo de ratas machos y hembras antes y después de la induccion de la EP.

9.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Disefar y elaborar una sonda periodontal adecuada para modelos
murinos.

b) Realizar el sondeo periodontal del surco gingival vestibular y lingual del
primer molar inferior derecho (1MID) antes y después de la colocacién de una
ligadura metalica, en ratas machos y hembras de la cepa Wistar.

c) Identificar si existe diferencia en la profundidad del surco gingival asociada
al sexo posterior a la induccion de la EP.
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10.- MATERIALES Y METODOS
10.1.- DISENO DEL ESTUDIO

a) De acuerdo a la intervencion del investigador: Cuasi-experimental

b) De acuerdo con la evolucion del fenbmeno en el tiempo: Prospectivo
c) De acuerdo al numero de mediciones: Longitudinal

d) De acuerdo al nimero de variables: Analitico

10.2.- POBLACION Y MUESTRA
10.2.1.- POBLACION

Ratas (Rattus norvergicus) de la cepa Wistar de 8 a 12 semanas de edad con

un peso entre 150-300 gramos del Bioterio del laboratorio Tlaxcala del CINVESTAYV,
IPN.

10.2.2.- MUESTRA

Muestreo no probabilistico por conveniencia que cumplan los criterios de
inclusion.

10.2.3.- TAMANO DE LA MUESTRA

1 grupo de 7 ratas macho de la cepa Wistar de 8 a 12 semanas de edad con
un peso entre 150-300 gramos.

1 grupo de 7 ratas hembra de la cepa Wistar de 8 a 12 semanas de edad con
un peso entre 150-300 gramos

El calculo de la “n” se realizd con base en la formula propuesta por Rojo en
2014,ademés de considerar el apartado de la NOM-062-Z0O0-1999 en la cual se
sugiere reduciral maximo el nimero de animales en investigacion. También nos
basamos en el principio que formularon a inicios de la década de los 60 dos bi6logos
ingleses, Russel y Burch, en su libro “The Principle of Humane Experimental
Technique”; donde sugieren utilizar las tres erres que hacen referencia a reemplazar,
reducir y refinar. La formula dejé un resultado de 6.5 ratas por grupo, por lo que al
redondear aport6 el dato de 7 ratas por grupo.
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10.3.- CRITERIOS DE SELECCION
10.3.1.- CRITERIO DE INCLUSION

Ratas hembras y machos, de 2 a 3 meses de edad, de la cepa Wistar con
denticién completa y sin caries.

10.3.2.- CRITERIO DE EXCLUSION

Ratas con ausencia, lesibn o anomalias del primer molar inferior derecho e
izquierdo, o embarazadas.

10.3.3.- CRITERIO DE ELIMINACION

Ratas enfermas o con lesiones fisicas, que mueran durante el periodo de
anestesia, que no se les haya podido colocar la ligadura, que la hayan perdido en el
periodo de observacion o que hayan disminuido mas del 30% de su peso durante el
periodo de investigacion.
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10.4.- VARIABLES

DEFINICION DEFINICION ]
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL ESCALA | CATEGORIA

Profundidad| Distancia entre el |Medicion en milimetros de | De razén | Cuantitativa
del surco | margen gingival y el | la profundidad del surco |Milimetros| Continua
gingival fondo del surco gingival con la sonda

gingival. periodontal prototipo.

Sexo Caracteristicas fisicas,| Medicion de la distancia | Nominal | Cualitativa

biolégicas, ano-genital (6-9 mm dicotomica| discreta
anatomicas y machos y 3-5 mm hembras)| Macho/
fisiologicas de los Hembra

modelos animales que
los definen como
macho y hembra.

10.5.- CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

El tesista tom6 capacitacion para el manejo y cuidado de animales de
laboratorio y fue supervisado por el médico veterinario Antonio Gallegos Huicochea,
responsable del Bioterio del laboratorio Tlaxcala del CINVESTAV, IPN; cédula
profesional: 1207108, utilizd una sonda periodontal prototipo con patente en tramite
con las caracteristicas adecuadas para tomar las medidas de profundidad del surco
gingival (en un estado sano) o de la bolsa periodontal (en un estado patologico) de la
rata. Estandarizo la técnica de sondeo periodontal en murinos con la capacitacion de
un estomatélogo experto, posteriormente se hizo una prueba piloto para evaluar las
mediciones, primero intraobservador y posteriormente interobservador utilizando
roedores de prueba a los que se les tomaron varias mediciones de profundidad del
surco gingival. Se utilizé la prueba estadistica CCIl (coeficiente de correlacion
intraclase o coeficiente r2 de Pearson), esto determiné la confiabilidad,
reproductibilidad y concordancia entre las mediciones (nivel de significancia 5% =
0.05). El gold standard fueron las medidas que registré el experto,quien tiene la
mayor experiencia, destreza y habilidad, por tanto, al replicarse o al existir un nivel
aceptable de acuerdo al indice de las medidas del tesista con las del experto, se
procedié a sondear a las ratas seleccionadas para este estudio.
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10.6.- UBICACION ESPACIO TEMPORAL

Laboratorio multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, Benemérita
UniversidadAuténoma de Puebla.

Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de Tecnologia,
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Bioterio del laboratorio Tlaxcala del CINVESTAYV, IPN.

10.7.- PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

El protocolo experimental se realizO de acuerdo a las investigaciones
realizadas en modelos de enfermedad periodontal en murinos. Los animales
recibieron cuidado humano conforme al lineamiento del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animalesde Laboratorio (CICUAL).

Para este estudio se utilizaron un total de 14 ratas de la cepa Wistar (Fig. 1)
de 2 a 3 meses de edad, con un peso promedio de entre 180 g y 200 g, se dividieron
en dos grupos, 7 machos y 7 hembras, los especimenes fueron provistos por el
Bioterio del laboratorio Tlaxcala del CINVESTAYV, IPN.; se mantuvieron bajo las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio: Ciclos de luz-oscuridad (12 horas cada uno), ventilacion con extractor
(presion negativa), temperatura de 18 °C a 26 °C (22 °C como ideal), humedad de 40
% a 70 %, aire de 15 a 20 cambios por hora, ruido a no mas de 85 decibeles, espacio
de 150 cmz por cada 200 g de peso y alimentados con acceso a comida y agua ad
libitum.

Figura 1. Rata Wistar (Rattus norvergicus) (Fuente: Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de
Estomatologia, BUAP).
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10.7.1.- INDUCCION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Dia 1 de la experimentacion

Los animales fueron previamente marcados y pesados para ser anestesiados
conuna mezcla anestésica de Xilacina (8mg/kg) + Ketamina (70mg/kg) por via
intraperitoneal.

Para la induccién de la EP se colocé una ligadura metalica esterilizada
alrededor del cuello del primer molar inferior derecho (1MID) en forma de anillo,
anudada en la superficie vestibular y se mantuvo colocada durante 14 dias (Fig. 2A
y 2B).

A B

Figura 2. A.- Procedimiento de colocacién de ligadura en el modelo de enfermedad periodontal. B.-
Ligadura metalica posicionada en el tercio cervical del primer molar inferior derecho (Fuente: Laboratorio
Multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, BUAP) y C.- Tomografia, se observa la ligadura anudada
en la cara vestibular, primer dia de experimentacion. (Fuente: Centro Avanzado de Pruebas Analiticas
No Destructivas, BUAP).
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10.7.2.- TECNICA DE SONDEO PERIODONTAL EN MURINOS
10.7.2.1.- TECNICA DE SONDEO

Considerando que no hay una técnica de sondeo periodontal para roedores,
se propone la siguiente basada en los estudios de Erriu y cols. (2015) y Cetin y
Sezgin (2020). La punta activa se insertdo suavemente en el surco gingival o bolsa
periodontal, esta se mantuvo paralela al eje longitudinal del diente realizando
pequefios movimientos de desplazo sin retirarla del surco para detectar la
configuracién y las &reas de penetracion mas profundas.

10.7.2.2.- MEDICION DE LA PROFUNDIDAD DEL SURCO GINGIVAL O BOLSA
PERIODONTAL

Dia 1 de la experimentacion

En la rata previamente anestesiada se consider6 el 1MID como experimental,
se midio la profundidad del surco gingival por las caras lingual y vestibular en su
parte mesial, media y distal y se realizé la técnica de sondeo ya descrita. Se registrd
la medida en milimetros indicada por el sondeador y se procedio a colocar la ligadura
metalica para inducir la EP como se explico previamente.

Dia 14 de la experimentacién

Se retird la ligadura metalica del 1MID, se midi6 nuevamente la profundidad
del surco gingival o la bolsa periodontal por las caras lingual y vestibular en su parte
mesial,media y distal y se registro la medida indicada por el sondeador.
10.7.3.- EUTANASIA

En el dia 14 las ratas fueron anestesiadas con Xilacina (8mg/kg) + Ketamina
(70mg/kg) y sondeadas, se procedi6 a realizar la perfusion intracardiaca con solucion
salina isotonica al 0.9%.

10.7.4.- REGISTRO DE DATOS

Los datos se anotaron en tablas de Excel (ver anexos).
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10.8.- DIAGRAMA DE FLUJO

14 Ratas Wistar
(2 meses de edad)

|

7 Ratas macho 7 Ratas hembra

*Sondeo: 12 Medicién surco gingival vestibular y
lingual de 1MID

*Induccion de EP: Colocacion de ligadura atada
alrededor de 1MID

14 dias
.
*Retiro de ligadura en 1MID A
*Sondeo: 2 2 Medicién bolsa de la 1MID
AN J

4 Eutanasia

[

N
Analisis estadistico de los
resultados

I

~

Discusion y conclusiones
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10.9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron vaciados en el programa Excel 2016 y llevados después al
programa GraphPad Prism 8. De inicio se realiz6 estadistica descriptiva, para
variables cualitativas se utilizaron porcentajes y graficos correspondientes; para
variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central, de dispersion y de
forma, con atencion especial a la asimetria y la curtosis para determinar la
normalidad de los datos.La distribucidn se corroboré con la prueba Shapiro-Wilk. Para
determinar diferencia entre los grupos (machos y hembras), se utilizaron las pruebas
T-Student pareada y ANOVA de dos vias, se utilizé prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov. Todas, con su respectiva significancia estadistica, esto es:
p<0.05.

Se utilizé la prueba estadistica CCI (coeficiente de correlacidon intraclase o
coeficiente r2 de Pearson), esto para determinar la confiabilidad, reproductibilidad y
concordancia entre las mediciones, primero en la estandarizacion intra e
interobservador y posteriormente para comparar las mediciones de los grupos
experimentales antes y después de la induccion de la enfermedad periodontal.

10.10.- LOGISTICA
10.10.1.- RECURSOS HUMANOS

Tesista de licenciatura, director de tesis, director disciplinario, director
metodoldgico y asesor externo.

10.10.2.- RECURSOS MATERIALES

Sonda periodontal, iluminador, microscopio estereoscoOpico, estuche de
microcirugia y una computadora.

10.10.3.- RECURSOS FINANCIEROS

Este proyecto fue realizado con financiamiento del responsable del proyecto y
del asesor externo.
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10.11.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

2020 2021

May-Jun | Jul-Ago Nov-Dic Ene-Mar

Revision
bibliografica

Realizacién
del modelo
periodontal y
sondeo

Andalisis
estadistico de
los resultados

Discusiéony
conclusiones

11.- BIOETICA

Los sujetos de estudio fueron manipulados y cuidados de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

El manejo de los animales de laboratorio de este proyecto fue supervisado por
el médico veterinario Antonio Gallegos Huicochea, responsable del Bioterio del
laboratorioTlaxcala del CINVESTAV, IPN; cédula profesional: 1207108.
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12.- RESULTADOS
12.1.- SONDA PERIODONTAL PARA MODELO MURINO

En la presente investigacion se realizo la evaluacion de la profundidad del
surco gingival antes y después de la induccién de la enfermedad periodontal (EP) en
el primer molar inferior derecho (1MID) de grupos de ratas machos y hembras de la
cepa Wistar. Para realizar el sondeo se disefié una sonda periodontal prototipo en
tramite de patente (MX/a/2018/002197), con las siguientes caracteristicas: un mango
de acrilico de 15 cm de largo, grosor 1.5 cm se adapta adecuadamente a la mano
para tener un apoyo ergonémico, una punta metalica activa con una angulacion de
135 grados y una graduacién de 0.3 mm por cada muesca (Figura 3A y 3B); la
aleacion de la punta activa estd compuesta en su mayoria por a) Hierro b) Cromo y
c) Niguel y, en minoria por d) Manganeso y e) Silice, lo que le permitié la dureza
suficiente para introducirse sin flexionarse (Figura 3C). Esta sonda sirvi6 como una
herramienta fundamental diagnostica que aporté informacion de la profundidad del
surco o bolsa en murinos, que como se ha mencionado antes son los animales de
primera eleccion para realizar investigaciones de EP.

A

80 Resultados cuantitati)vos
a

Al Si S CaCr Mn Fe Ni

Figura 3. A.- Sonda periodontal: a) Punta metalica con angulacion de 135° y 3 cm de largo, b) Mango
de acrilico de 15 cm de largo, grosor 1.5 cm B.- Punta activa de la sonda, imagen obtenida con
microscopio estereoscopico, a) Graduacién de 1.5 mm, b) Muescas separadas por 0.3 mm y C.-
Aleacion de la punta activa de la sonda: compuesta en su mayoria por a) Hierro, b) Cromo y c) Niquel.
En minoria por d) Manganeso y e) Silice. (Fuente: Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de
Estomatologia, BUAP).
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12.2.- SONDEO VESTIBULAR

Se realiz6é la medicion del surco gingival por la cara vestibular de las ratas
macho antes y después de la colocacién de la ligadura (induccion de EP) en tres
puntos: a) mesial, b) medio, c) distal. En mesial encontramos una profundidad de 0.72
mm (después de la induccién de la EP) que al comparar con la medicién inicial (0.44
mm) encontramos que existe un aumento estadisticamente significativo de la
profundidad de la bolsa periodontal, siendo la diferencia promedio de 0.28 mm
(p<0.0001). En el punto medio encontramos una medida de 0.88 mm (posterior a la
induccién de EP) en comparacién con la medida inicial (0.52 mm), siendo el promedio
de 0.35 mm (p<0.0001). Finalmente encontramos en distal una medida de 0.90 mm
gue en comparacion de la medida inicial (0.58 mm) obtuvimos un promedio de 0.31
mm (p<0.0001). (Fig. 4A).

Se realizé la medicion del surco gingival por la cara vestibular de las ratas
hembra antes y después de la colocacion de la ligadura (induccioén de EP) en tres
puntos: a) mesial, b) medio, c) distal. En mesial encontramos una profundidad de 0.57
mm (después de la induccion de EP) que al comparar con la medicion inicial de (0.41
mm) encontramos que existe un aumento estadisticamente significativo de la
profundidad de la bolsa periodontal, siendo la diferencia promedio de 0.15 mm
(p=0.030). En la zona media encontramos una medida de 0.64 mm (posterior a la
induccién de EP) en comparacién con la medida inicial (0.47 mm), siendo el promedio
de 0.17 mm (p=0.002). Finalmente encontramos en la zona distal una medida de 0.75
mm gque en comparacion de la medida inicial (0.45 mm) obtuvimos un promedio de
0.30 mm (p<0.0001) (Fig. 4B). Al realizar la prueba ANOVA de dos vias para
identificar diferencias entre los dos grupos, donde las variables a comparar fueron el
sexo y el tratamiento (induccién de EP), encontramos lo siguiente: Existe diferencia
estadisticamente significativa en la profundidad del surco gingival vestibular
(posterior a la induccién de EP) al comparar machos contra hembras, por mesial
(p<0.0001), por medial (p<0.0001), por distal (p<0.0001).

A SONDEO VESTIBULAR 5 SONDEO VESTIBULAR
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Figura 4. Resultados del sondeo periodontal en surco vestibular antes (D1: Dia 1) y después (D14: Dia
14) de la induccién de EP en los grupos de estudio A) machos y B) hembras, por mesial (MS), medio
(MD) y distal (DS): En machosy hembras se observa mayor profundidad al sondeo 14 dias post-
ligadura comparado contra la medicion en el dia 1 (significancia estadistica de p<0.05, T-Student pareada).
Ademads, en machos se observa mayor profundidad 14 dias post-ligadura contra hembras 14 dias post-
ligadura (significancia estadistica por mesial (p<0.0001), por medial (p<0.0001), por distal (p<0.0001),

(ANOVA de 2 vias).
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12.3.- SONDEO LINGUAL

Se realiz6 la medicion del surco gingival por la cara lingual de las ratas macho
antes y después de la colocacion de la ligadura (induccion de EP) en tres puntos: a)
mesial, b) medio, c) distal. En mesial encontramos una profundidad de 0.58 mm
(después de lainduccién de EP) que al comparar con la medicion inicial de (0.35 mm)
encontramos que existe un aumento estadisticamente significativo de la profundidad
de la bolsa periodontal, siendo la diferencia promedio de 0.22 mm (p<0.0001). En la
zona media encontramos una medida de 0.60 mm (posterior a la induccion de EP)
en comparacion con la medida inicial (0.42 mm), siendo el promedio de 0.17 mm
(p=0.010). Finalmente encontramos en la zona distal una medida de 0.74 mm que en
comparacion de la medida inicial (0.51 mm) obtuvimos un promedio de 0.22 mm
(p=0.001) (Fig. 5B).

Se realizé la medicién del surco gingival por la cara lingual de las ratas hembra
antes y después de la colocacion de la ligadura (induccion de EP) en tres puntos: a)
mesial, b) medio, c) distal. En mesial encontramos una profundidad de 0.54 mm
(después de lainduccién de EP) que al comparar con la medicion inicial de (0.37 mm)
encontramos que existe un aumento estadisticamente significativo de la profundidad
de la bolsa periodontal, siendo la diferencia promedio de 0.17 mm (p=0.015). En la
zona media encontramos una medida de 0.57 mm (posterior a la induccion de EP)
en comparacion con la medida inicial (0.47 mm), siendo el promedio de 0.10 mm
(p=0.184). Finalmente encontramos en la zona distal una medida de 0.71 mm que en
comparacion de la medida inicial (0.42 mm) obtuvimos un promedio de 0.28 mm
(p=0.004) (Fig. 5B). Al realizar la prueba ANOVA de dos vias para identificar
diferencias entre los dos grupos, donde las variables a comparar fueron el sexo y el
tratamiento (induccion de EP), encontramos que, en el caso de la cara lingual, existe
diferencia estadisticamente significativa en la profundidad del surco gingival
(posterior a la induccion de EP) al comparar machos contra hembras, por mesial
(p<0.0001), por medial (p=0.0054), por distal (p<0.0001). Siendo mayor la
profundidad del surco gingival vestibular y lingual en el grupo de los machos.
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Figura 5. Resultados del sondeo periodontal en surco lingual antes (D1: Dia 1) y después (D14: Dia
14) de la induccién de EP en los grupos de estudio A) machos y B) hembras, por mesial (MS), medio
(MD) y distal (DS): En machos y hembras se observa mayor profundidad al sondeo 14 dias post-
ligadura comparado contra la mediciéon en el dia 1 (significancia estadistica de p<0.05, T-Student
pareada). Ademas, en machos se observa mayor profundidad 14 dias post-ligadura contra hembras
14 dias post-ligadura por mesial (p<0.0001), por medial (p=0.0054), por distal (p<0.0001), (ANOVA de
2 vias).
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13.- DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los objetivos de nuestra investigacion fue generar un instrumento
adecuado para sondear, creemos que nuestro prototipo de sonda periodontal que se
encuentra en tramite de patente puede ser de gran utilidad en la investigacion
experimental de EP. A pesar de las limitaciones de este estudio, podemos destacar
que las alteraciones inflamatorias del periodonto, logrado a través de este protocolo
experimental, tuvieron un impacto significativo en la profundidad del surco gingival, el
cual fue mas marcado en el grupo de machos. Ademas, la sonda periodontal
prototipo nos permitié mostrar la profundidad del surco gingival sano e inflamado en
los grupos de machos y hembras de la cepa Wistar, lo cual no se habia reportado
previamente para modelos animales en ratas.

Diversos trabajos reportados con el modelo de EP en murinos utilizan ligaduras
de seda o metdlicas para la induccion de dicha patologia. Los roedores,
especialmente las ratas, se utilizan con mucha frecuencia como modelo animal para
estudiar la enfermedad periodontal. Esto se debe a las similitudes de las estructuras
gingivales de las ratas con las observadas en humanos, excepto la queratinizacion
del epitelio sulcular en ratas (Struillou y cols., 2010). Las ligaduras aumentan la
retencion de placa y producen lesiones gingivales del epitelio, lo que provoca la
inflamacion local, la activacion de los osteoclastos y el proceso de reabsorcion del
hueso (Oz y Puleo, 2011). EI modelo de periodontitis inducida por ligadura tiene
algunas limitaciones y no se puede reproducir todos los aspectos de la enfermedad
humana. Sin embargo, los modelos animales experimentales representan un vinculo
indispensable entre hipotesis y pacientes humanos (Graves y cols., 2012). Al colocar
una ligadura metélica anudada en la cara vestibular de la 1MID de ratas machos y
hembras de la cepa Wistar los resultados arrojan un aumento considerable de
profundidad vestibular en comparacion con el aumento de profundidad del surco
lingual, asumimos que este notorio aumento es causado por el posicionamiento del
nudo de la ligadura, ya que al analizar los resultados de De Molon y cols. (2018), en
donde ellos indujeron la EP utilizando un hilo de seda esterilizado atado alrededor
del cuello del primer y segundo molar superior en forma de "8", el nudo quedé atado
en la superficie palatina del segundo molar y es donde reportan una mayor pérdida
0sea; esta informacion se tomara en cuenta para estudios posteriores en donde
intentaremos descartar si el sitio de colocacion del nudo promueve una mayor
inflamacién y por ende un mayor aumento de la profundidad al sondeo.

El menor dafio provocado por la colocacion de la ligadura se observé en el
grupode las hembras, lo cual sugiere que existe un factor asociado al sexo. En
algunos paises las estadisticas arrojan que los hombres son mas propensos a la
periodontitis que las mujeres (Cepeda y cols., 2017), también existe informacién que
muestra que las mujeres desarrollan periodontitis mas grave que los hombres
(Romandini y cols., 2020). La discrepancia podria deberse al hecho de que la
enfermedad también esta influenciada por numerosos factores ambientales, como el
estrés, el tabaquismo, el consumo de alcohol, la higiene dental, etc. (Kinane y cols.,
2017), algunos de los cuales estan estrechamente asociados con comportamientos
relacionados con el género. Los modelos animales pueden servir como herramientas
Gtiles para la investigacion de enfermedades periodontales al eliminar las variables
de confusién presentes en los seres humanos.
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Para la presente investigacion utilizamos el modelo de la ligadura para inducir
la EP, al colocar la ligadura metélica alrededor del 1MID de las ratas, se provoco la
acumulacion masiva de biopelicula causando la posible pérdida 6sea (comprobable
con el estudio radiogréfico y tomogréfico), al medir la profundidad de la bolsa
periodontal vestibular y lingual encontramos la mayor profundidad en el grupo de los
machos. Nuestros resultados son contrarios a lo reportado por el grupo de Duan y
cols. (2016) que indicaron que las hembras son mas susceptibles a la pérdida 6sea
en el modelo de ligadura, detectaron adem&s una regulacion positiva
significativamente mayor en la expresion de IL-1B, IL-6 e IL-17 en ratones hembra
de la cepa C57/BL6 en comparaciéon de los machos. Lo anterior nos sugiere continuar
con la investigacion para comprobar la patogénesis, la evolucion de la inflamacion y
la pérdida de hueso en nuestro modelo. Nuestros resultados basados en modelos
animales de que los machos tienden a desarrollar periodontitis mas grave es similar
a la mayoria de las encuestas y estudios en humanos, pero contrasta con los
resultados obtenidos de otras especies (Duan y cols., 2016). Las hormonas ovéaricas
pueden influir en la reaccion inflamatoria aguda regulando varios tipos de células
diferentes. Los resultados de Stubelius y cols. (2017) muestran los efectos de 17f3-
estradiol (E2), el E2 potencia la reaccion inmune aguda al aumentar el reclutamiento
celular (macroéfagos), sin embargo, por el contrario, reduce ciertas citocinas. Sumado
a lo anterior los estudios de Song y cols. (2018) al evaluar los efectos del 173-estradiol
(E2) en ratones machos de la cepa ICR, a los cuales se les administré
azoximetano/sulfato (AOM / DSS) de dextrano sodico para inducir colitis, concluyeron
que el E2 actla a través de la via de sefalizacion del receptor de estrégenos B para
provocar efectos antiinflamatorios sobre la barrera intestinal al inducir la expresion
de mucina 2 (MUC2) y moléculas de union estrecha e inhibir las citocinas,
proinflamatorias. La expresién de ARNm y proteinas de genes relacionados con la
inflamacién (es decir, KLF4, NF-kB, INOS y COX-2) aumento con el tratamiento con
AOM / DSS y mejoro (disminuyd) por el E2. Robbinson y cols. (2019) reportan que el
papel del estrogeno en la mediacion de las enfermedades periodontales es bifasico,
con niveles altos que promueven la gingivitis y niveles bajos que potencian la pérdida
de hueso alveolar.

Nuestros resultados obtenidos son valiosos porque bajo las caracteristicas de
la sonda periodontal prototipo proporcionan evidencia experimental de que la sonda
periodontal usada puede medir la profundidad del surco gingival con y sin EP. De
hecho, mostramos la medida promedio de la profundidad del surco gingival sano en
ratas de la cepa Wistar; ademas identificamos las diferencias del surco gingival que
existen entre ratas machos y hembras. Esto es relevante debido a que no habia
evidencia del dato preciso para ratas y es importante para los grupos de investigacion
gue trabajan con estemodelo. Es necesario comparar estos hallazgos con otras
pruebas diagnésticas como latomografia y la histopatologia para mostrar las
caracteristicas de la configuracién 6ésea en el modelo animal sano y enfermo.
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14.- CONCLUSIONES

Se disefig, construy6 y probd una sonda periodontal para modelo murino la
cual ya se encuentra en tramite de patente.

Se muestra la medida promedio de la profundidad del surco gingival sano en
ratas de la cepa Wistar. La sonda periodontal prototipo logré evidenciar las diferencias
entre el surco sano Yy el surco inflamado.

Existen diferencias entre machos y hembras. Los machos tuvieron mayor
aumento en la profundidad del surco gingival después de la induccion de la EP, tanto
en la medicion vestibular como lingual, en comparacion de las hembras, el mayor
aumento se identifico en vestibular mas que en lingual. El menor dafio observado por
la colocacién de la ligadura en el grupo de las hembras sugiere que existe un factor
protector asociado al sexo como lo es el estradiol.
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16.- ANEXOS

16.1.- ANEXO 1. TABLAS PARA ANOTAR LOS DATOS DEL SONDEO
PERIODONTAL

Sondeo inicial (Dia 1) OD( ) Hembra( )Macho( ) Fecha:
Vestibulo mesial Vestibulo medio Vestibulo distal
Sondeo Rl RII RIIlI RIV RV RVI RVIIIRI RII RIII RIV RV RVI RVIIRI RIl RII RIV RV RVI RVII
Promedio
Lingual mesial Lingual medio Lingual distal
Sondeo Rl RIl Rl [RIV RV |RVI RVII RI RIl RII RIV RV |RVI RVII Rl RIl RIIl RIV RV RVI RVII
Promedio
Sondeo final (Dia 14) ‘OD( ) Hembra( )Macho( ) Fecha:
Vestibulo mesial Vestibulo medio Vestibulo distal
Sondeo |RI RIl Rl [RIV RV |RVI RVII RI RIl Rl RIV RV |RVI RVII Rl RIl RIIl RIV [RV RVI RVII
Promedio
Lingual mesial Lingual medio Lingual distal
Sondeo Rl RIl Rl RIV RV RVI RVII RI RIl RII RIV RV |RVI RVII Rl RIl RIIl RIV RV RVI RVII
Promedio
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16.2.- ANEXO 2. RECONOCIMIENTOS
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