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RESUMEN

La Diabetes Tipo 2 (DMT-2) representa un conjunto de alteraciones metabdlicas de
etiologia multiple, caracterizada por hiperglucemia, elevada prevalencia, complicaciones
cronicas y alta mortalidad. La DMT-2 es una de las enfermedades con mayor impacto
social y sanitario. En los ultimos afos se ha reconocido la necesidad de analizar a través de
estudios en pacientes y modelos experimentales las principales repercusiones en la salud
gue provoca la DMT-2. El tiempo de cicatrizacion es uno de los principales procesos
afectados en los pacientes con DMT-2, en el area de odontologia es fundamental el
tiempo de curacién, por ejemplo en las lesiones que afectan al tejido periapical. El
objetivo de este trabajo fue identificar la producciéon citocinas pro-inflamatorias (IL-13 e
IFN-y) y anti-inflamatorias (IL-4) de lesiones periapicales agudas en un modelo murino de
hiperglucemia inducida con dosis Unica de estreptozotocina. Se utilizaron ratones BALB/c
machos de 7 semanas de edad, al grupo experimental se le administrod via intraperiotoneal
una dosis Unica de 130 mg/kg de estreptozotocina (STZ) y al grupo control se le administré
Unicamente vehiculo. Se evalué el peso, glucemia, ingesta de agua y alimento, produccién
de orina y tolerancia a la glucosa para establecer la patologia diabética. Las lesiones
periapicales fueron inducidas 7 semanas después, exponiendo el tejido pulpar de los
primeros molares superiores al medio bucal de los ratones durante 7 dias. Se tomaron
muestras de suero en la semana 7 post-induccion con STZ, a los 2 y 7 dias post-lesién para
determinar IL-1f3 e IFN- v e IL-4 por la técnica de ELISA-Sandwich. Por medio de la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se determind la produccidn localizada de IL-
1B e IFN-y. Se realizd el estudio histolégico de los tejidos afectados 7 dias después de
inducir las lesiones periapicales y se llevd a cabo conteo celular por campos. Los valores de
glucemia, peso y la curva de tolerancia a la glucosa confirmaron el modelo de
hiperglucemia similar a DMT-2 (incidencia del 50%). Los ratones con DMT-2 presentaron
niveles incrementados de IL-1B e IL-4 en suero en la semana 7 post-induccién con STZ, a
los 2 y 7 dias post-lesién, sin embargo los niveles de IFN-y fueron menores en
comparacion al grupo control y al grupo que recibiéo STZ pero no desarrollo DMT-2. La
produccion local de IL-13 e IFN-y en los tejidos asociados a la lesidn periapical fue mayor
en el grupo con DMT-2 con respecto al grupo control. En conclusion la hiperglucemia
provocd una mayor produccion de IL-13 e IL-4 en suero 7 semanas después de la
induccién de DM-T2 con STZ y condujo a una disminucién de IFN-y. Inducir una lesion
periapical aguda con una duracién de 7 dias favorecio la produccion elevada progresiva de
estas citocinas en suero, una produccion incrementada de los transcritos para IL-1B e
IFN-y en los tejidos afectados y un mayor infiltrado celular donde abundan
predominantemente PMNs.




1. INTRODUCCION

Una violacidn en la integridad de los tejidos pulpar y periapical origina en ellos reacciones
usualmente inflamatorias y el grado de severidad de éstas depende del avance de lesion
en los tejidos, de la vascularidad linfohematica, de la resistencia del huésped y virulencia
de los organismos patolégicos implicados [1].

Dado a la complejidad de los factores que intervienen en la patogénesis de las lesiones
pulpares y periapicales, los cambios que ocurren en éstos tejidos abarcan una variedad de
respuestas fisioldgicas y patoldgicas. Tanto la pulpa, como el ligamento periodontal,
responden a la agresion de la misma forma que lo hace el tejido conectivo en cualquier
parte del cuerpo. Actualmente gracias a algunos avances tecnoldgicos en el area bioldgica,
es posible estudiar los fendmenos que tienen lugar en éstos tejidos [1,2,3] .

La patologia periapical de tipo inflamatorio, puede iniciar por alteraciones de origen no
pulpar como en la oclusién traumatica, o como resultado de la infeccion bacteriana de la
pulpa dental con afeccidon periapical, en la cual puede existir lisis 6sea en el peridpice aun
sin estar completamente destruido el tejido pulpar en la zona mas apical del conducto [4].

El mecanismo inflamatorio que ocurre en las lesiones periapicales, representa una barrera
de defensa del organismo para evitar el paso de bacterias al peridpice, que conlleva al
reclutamiento de células inflamatorias (polimorfonucleares (PMNs), células
mononucleares como linfocitos y macréfagos) [5], citocinas inflamatorias y mediadores de
la inflamacién, que junto con algunas enzimas liticas provocan reabsorcion ésea. Una vez
gue ocurre la lisis dsea, se produce la formacién de tejido fibroso como resultado de la
sintesis de colageno por los fibroblastos de la periferia, lo que refleja la imposibilidad del
sistema inmunoldgico para eliminar elementos antigénicos procedentes del conducto
radicular infectado y la necesidad de limitar el dafio [6].

Cuando ocurre una intensa proliferacién microbiana de alta virulencia con una resistencia
organica, se produce un proceso periapical agudo, de naturaleza supurativa caracterizada
por un infiltrado donde predominan neutréfilos, mientras que si se presenta una
multiplicaciéon bacteriana de menor intensidad, se produce un proceso crénico de larga
duracidn, con reabsorcién ésea, y por lo general asintomatico [4].

El desarrollo de una lesidon periapical demuestra una interrelacién dindmica entre el
sistema inmune mediante una respuesta inflamatoria; y los microorganismos
provenientes del conducto radicular [7].

Se conocen algunos factores que pueden afectar el desarrollo de la enfermedad
periapical, dentro de los cuales se incluyen: cambios en la presién del tejido periapical,




alteraciones en los efectos y produccion de mediadores quimicos, alteraciones
inmunoldgicas presentes, etc; que son capaces de inducir lesiones muchas mads severas y
con un tiempo mas prolongado de reparacion y cicatrizacién [8]. Sin embargo también se
han asociado a distintas patologias como la diabetes, en la que existen alteraciones en la
respuesta inmune que pueden provocar una mayor prevalencia de periodontitis apical
después del tratamiento endoddntico [9].

1.1 Diabetes Mellitus

Es una alteracidén caracterizada por hiperglucemia en ayuno, o glucemia mayor de 200
mg/dl en mas de una ocasion, al realizarse la prueba de tolerancia de glucosa (PTG). Es un
sindrome que afecta sobre todo el metabolismo de carbohidratos, aunque también a
proteinas y lipidos [10].

Clasificacién:
- Diabetes tipo 1 (DMT-1) (Diabetes dependiente de insulina).

Cursa con severa inuslinopenia y cetoacidosis. El paciente que la padece depende de
insulina exdgena para prevenir estas complicaciones. La herencia es de gran importancia,
como factor etioldgico del padecimiento. Otro factor a considerar, es la respuesta
inmune, debido a que en la mayoria de los pacientes diagnosticados se les encuentra en
sangre anticuerpos que atacan las células de los islotes pancreaticos [10].

- Diabetes tipo 2 (DMT-2) (Diabetes no dependiente de insulina).

Padecimiento presente a causa de una secrecién defectuosa de insulina o una resistencia
a ésta. Por lo general es diagnosticada después de los 40 anos. Este tipo de diabetes cursa
con una respuesta inadecuada a la insulina, por lo que se produce hiperglucemia y
sobreestiimulacién prolongada de las células B del pancreas, que si es prolongada, lleva a
su agotamiento y finalmente insulinopenia [11].

Factores de riesgo:

Personas mayores de 40 afios, obesos, Antecedentes heredofamiliares de Diabetes,
Mujeres con hijos macrosémicos, Integrantes de grupos étnicos, con elevada prevalencia
de diabetes no insulinodependiente, pacientes con hipertensidon arterial.




- Diabetes secundaria

Es un tipo de diabetes en el que se desconoce la causa precisa, o se presenta secundaria a
otras alteraciones orgdnicas, metabdlicas o genéticas definidas, como: Enfermedades
pancredticas  (pancreatitis esclerosante, hemocromatosis o0 pancreatectomia),
Endocrinopatias (Acromegalia, Aldosteronismo, Sindrome de Cushing, etc), Medicamentos
como glucocorticoides, estrégenos, antihipertensivos, diuréticos, antidepresivos vy
adrenérgicos [11].

1.1.1 Diabetes Tipo 2 (DMT-2)

EPIDEMIOLOGIA: Es la forma mas comun de diabetes a nivel mundial y se ha convertido
en uno de los problemas de salud publica mas importante. De acuerdo a la Organizacién
Mundial de la salud (OMS), existen en el mundo mds de 180 millones de personas con
diabetes, esperandose que para el afio 2025 sean mas de 380 millones [12,13], también se
estima que una de cada 20 muertes en el mundo es atribuible a ésta enfermedad, de tal
manera que en el ano 2005 mas de 1.1 millones de personas fallecieron por
complicaciones de la diabetes, aproximadamente la mitad de las muertes afectaron a
menores de 70 afios y un 55% fueron mujeres (Figura 1).

+21%

+43%

Mundo

246
380
Incremento &

Figura 1. IDF Atlas diabetes 2006. Proyeccién de personas con diabetes (2007-2025 grupo
de edad 20-79 afios [millones]) [14].




En la actualidad, México es uno de los paises con mayor ocurrencia de Diabetes tipo 2
(DMT-2) en el mundo, en 1995 ocupaba el noveno lugar con un numero elevado de casos
de diabetes y se espera que para el ano 2030 ocupe el séptimo con casi 12 millones de
pacientes diabéticos [12].

DIAGNOSTICO: El criterio esencial considerado para el diagndstico de diabetes tipo 2 es la
hiperglucemia, en la que se refleja una alteracién en la funcién insulinica y la imposibilidad
del organismo para mantener una concentracién normal de glucemia sérica [15] , sin
embargo los criterios de diagndstico han cambiado desde hace mas de 10 aios [16].

Los cambios mas significativos incluyeron a los niveles de glucosa sérica en ayunas (Fasting
Plasma Glucose. FPG) los cuales se redujeron de 120 mg/dl hasta 100 mg/dl y la
introduccidon de una nueva categoria de “alteracidon de glucosa en ayunas” (Impaired
fasting glucose IFG) en las que son considerados niveles de 100 a 125 mg/dl. También se
considera la medicién de “tolerancia a la glucosa” dos horas después de una carga de 75
gramos de glucosa donde son considerados como normales niveles menores de 140
mg/dl, sin embargo con respecto a esta prueba también se contemplan cifras de
“tolerancia de glucosa alterada” (Impaired glucose tolerance IGT) en donde las cifras
corresponden a un rango entre 140 mg/dl y 199 mg/dl| (Tabla 1).

Cuando el paciente se encuentra en los rangos de glucosa en ayunas alterada o de
intolerancia a glucosa es adecuado tomar medidas precautorias que permitan evitar la
evolucion a diabetes (cambios en la dieta, ejercicio e incluso tratamiento con
hipoglucemiantes), mientras que si el paciente ha demostrado cifras mayores a las
anteriormente mencionadas podria determinarse el diagnéstico de diabetes [16,17].

Criterios de diagndstico de Diabetes tipo 2

Prueba Normoglicemia | Alteracion de  Intolerancia a | Diabetes
glucosa en  glucosa
ayunas
Glucemia en | <100 100-125 >126 mg/DI
ayunas
Tolerancia a la | <140 140-199 >200 mg/dL vy
glucosa puede haber

signos de diabetes

Tabla 1. Criterios diagndsticos para Diabetes tipo 2 (DMT-2) [17].




El diagndstico es complejo en la DMT-2 debido a que un gran porcentaje de individuos
enfermos desconocen su condicién, por lo que su deteccion suele ocurrir de forma tardia
siendo posible que ya sean evidentes complicaciones de la enfermedad, por ejemplo
alteraciones cardiovasculares, macrovasculares, retinopatia, etc. [15]. Por todo eso se ha
propuesto que determinados individuos que retnan algunos signos o presenten factores
de riesgo de diabetes en los que se incluyen: indice de masa corporal mayor a 25,
inactividad fisica habitual, familiares de primer grado con diabetes, hipertension arterial
(140/90 mm/Hg), sindrome del ovario poliquistico, historia de enfermedad vascular,
principalmente; sean sometidos a pruebas diagndsticas de diabetes que incluso puedan
repetirse cada tres afios [18].

El realizar pruebas diagndsticas repetidamente es importante para la interpretacion de sus
resultados y de evidenciar la presencia de diabetes, es sabido que puede existir una
variacion significativa de los resultados en pruebas de diagndstico cuando se repiten en un
intervalo de 2 a 6 semanas, por ello es esencial que si se presentan anormalidades en las
cifras de cada una de las pruebas, deben ser confirmadas repitiéndolas en varias
ocasiones. A pesar de que la prueba de tolerancia a la glucosa es una excelente
herramienta de diagndstico para diabetes, no se recomienda que se realice como una
prueba de rutina, debido a que en la mayoria de los casos es mas practico realizar la
prueba de glucosa sérica en ayunas o considerar la sintomatologia del paciente cuando ya
se han presentado complicaciones por la hiperglicemia [17,18].

Otra de las pruebas que se realizan para corroborar la presencia de hiperglucemia es la
medicion de hemoglobina glicosilada (HbA1.), sin embargo es importante cuidar los falsos
positivos y negativos relacionados con algun problema de hemoglobinopatia o
alteraciones en los glébulos rojos, a pesar de ello no deja de ser una excelente
herramienta para monitorear el control y la efectividad del tratamiento en el paciente
diabético [19].

PATOGENESIS: Hasta el momento se reconoce que esta enfermedad es de indole
multifactorial y que no solo depende de un solo factor capaz de desencadenarla. Algunos
factores de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 son: genéticos, calidad de vida
(obesidad, sedentarismo, dieta, estrés), embarazo, y caracteristicas demograficas (sexo,
edad y grupo étnico) [11].

La patogénesis de la Diabetes tipo 2 es compleja e involucra la interaccién de factores
genéticos y ambientales. Una serie de factores ambientales juegan un papel fundamental
en el desarrollo de la enfermedad, particularmente se incluyen el sedentarismo y la




ingesta de una dieta hipercaldrica que por lo regular conducen a obesidad. Los signos
clinicos son heterogéneos y existe un amplio rango de edad en el que pueden iniciarse,
asi como el grado de obesidad o la gravedad de hiperglucemia que se presenten también
suelen ser variables. Desde un punto de vista fisiopatoldgico, las personas con Diabetes
tipo 2 demuestran constantemente tres anormalidades cardinales [20]:

- Resistencia a la accion de la insulina en tejidos periféricos principalmente en el
musculo aunque también en el higado

- Secrecion defectuosa de insulina, particularmente al existir un estimulo que
incremente los niveles de glucemia

- Producciéon aumentada de glucosa por parte del higado

A pesar de que hace algunos afios no era posible entender de forma precisa la forma en
que los factores genéticos, ambientales o fisiopatoldgicos interactian para inducir al
desarrollo de la enfermedad, actualmente se sabe que en la forma mas comun de
Diabetes tipo 2 se presenta una combinacién entre la presencia de resistencia a la insulina
y una secrecién anormal de ésta hormona [21].

Desde un punto de vista fisiopatoldgico la incapacidad de las células B del pancreas para
adaptarse a la reduccién de sensibilidad a la insulina puede provocar aumento en la
secrecion de la hormona, generando la precipitacién o la pronta aparicion de la diabetes
tipo 2. Otros factores que también pueden provocar un aumento considerable de insulina
son la pubertad, el embarazo, el sedentarismo y una dieta hipercaldrica que induzca a
obesidad. Una predisposicidon genética subyacente parece ser un factor critico para
provocar la falla de las células beta en el pancreas [21,22].

FISIOPATOLOGIA: En la diabetes se presentan una serie de alteraciones bioquimicas o
metabdlicas en las que se encuentran involucrados los carbohidratos, en este sindrome la
hiperglucemia y glucosuria reflejan un desequilibrio en la utilizacion de la glucosa. Al
disminuir la utilizacidon de éste monosacarido para la sintesis de ATP, el organismo puede
obtenerla a partir de lipidos o proteinas, aumentando en el primer caso, el catabolismo
lipidico y la formacion de cuerpos cetdnicos, y en el segundo el incremento de vias
catabdlicas de proteinas, con lo que se provoca una disminuciéon en la sintesis de
moléculas estructurales y funcionales, que se forman a partir de aminoacidos
(inmunoglobulinas, factores proteinicos de la coagulacién, hormonas, enzimas y proteinas
tisulares). Lo que ocasiona susceptibilidad a las infecciones, alteraciones en la coagulacién
y en la cicatrizacion de heridas, trastornos enzimaticos y hormonales, asi como




alteraciones morfoldgicas, que llevan a una pérdida de peso gradual del peso corporal
[10,23].

La glucosuria se presenta cuando la capacidad de recuperacidon de glucosa a nivel renal
supera el umbral de reabsorcion en las nefronas, que en promedio es de 180 mg/dl [24].
Al perderse glucosa por la orina, actia como soluto y ocasiona una mayor pérdida de
agua, dando lugar a un incremento en el volumen urinario (poliuria). La eliminacién
excesiva de agua por via urinaria, desencadena un mecanismo compensador de sed
intensa (polidipsia). La polifagia se encuentra relacionada con la incapacidad de utiliza la
glucosa como principal fuente energética, a través de mecanismos fisiolégicos vinculados
con el hipotidlamo (sitio regulador del hambre), el paciente diabético presenta un
incremento en la tendencia y frecuencia de consumo de alimentos [23].

1.1.2 Manifestaciones clinicas en boca en pacientes diabéticos

Debido a la disminucion de la resistencia tisular en la diabetes, se llega a presentar
periodontitis fulminante con abscesos periodontales y papilas gingivales dolorosas,
inflamadas y hemorragicas. Xerosotmia y disminucién de la secrecidn saliva. Alteraciones
periodontales en las que por los elementos que favorecen a la persistencia de la
inflamacién en tejidos periodontales, se produce una pérdida de la adherencia epitelial y
pérdida dsea. Se ve afectada la produccidon de elementos estructurales en ligamento
periodontal y hueso alveolar, provocando movilidad dentaria [25].

Por la mayor tendencia a la acumulacién de sarro, se presenta mayor incidencia de caries,
enfermedad periodontal, y en general una alta susceptibilidad a infecciones en la boca, asi
como alteraciones en la cicatrizacion, por lo que cualquier tratamiento quirdrgico
realizado a nivel bucal, requiere que el paciente diabético, se encuentre bajo un
tratamiento y control médico adecuados [25].

1.1.3 Afecciones inmunoldgicas en la DMT-2

La incidencia de infecciones se incrementa en pacientes que padecen diabetes mellitus y
algunos de esos procesos infecciosos suelen traer un mayor nimero de complicaciones en
los individuos diabéticos que en personas sanas, esto puede explicarse dado a que se sabe
gue en el paciente diabético existen alteraciones en los mecanismos de defensa que
suelen ser muy similares tanto en pacientes que padecen diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2
[26].




a) Defectos de la inmunidad innata:

- Inmunidad humoral: Los pacientes diabéticos pueden presentar alteraciones en la
sintesis de los componentes que participan en el sistema de complemento,
particularmente existe una concentracion C4 debajo del rango normal, sin embargo esto
no aumenta el riesgo a presentar infecciones en ellos [26].

Algunos estudios realizados en monocitos de pacientes diabéticos, han mostrado una
produccién menor de sus productos, como lo son algunas interleucinas (IL-1, e IL-8)
después de ser estimulados con diferentes productos bacterianos, asi como también se ha
sugerido que elevar las concentraciones de glucemia en pacientes no diabéticos, también
influye en la disminucidon de los mediadores mencionados previamente, sin embargo el
Factor de Necrosis Tumoral-(TNF)o. se ha encontrado en los mismos niveles tanto en
pacientes diabéticos como no diabéticos, esto se debe a que el TNF-q disminuye en
ambos pacientes durante transcurso de 24 horas, por lo que por lo general no se
encuentran variaciones en su concentracién entre un grupo y otro [9,27].

El cuadro de hiperglucemia en los pacientes con Diabetes Mellitus puede inducir a un
entorno propicio para aumentar la virulencia de ciertos microorganismos, un ejemplo de
ello es la Candida albicans, que en condiciones de hiperglucemia puede inducir a la
inhibicion de la actividad fagocitica mediada por el sistema de complemento. Por lo
general en pacientes Diabéticos mal controlados se presentan signos como la glucosuria,
la  cual puede aumentar el crecimiento de cepas de Escherichia
coli, lo que probablemente juega in papel en el aumento de la incidencia de infecciones en
el tracto urinario en éstos pacientes [28].

- Inmunidad celular:

PMN: El paciente diabético presenta alteraciones en el metabolismo energético, y algunas
células como lo son los PMNs, dependen de una adecuada formacién de moléculas de alta
energia para una funcién éptima, por lo que en estos pacientes la funcién quimiotactica
de dichas células puede mostrarse significativamente disminuida, asi como también su
capacidad de adherencia a las paredes del vaso en zonas de inflamacién. La funcién
fagocitica de las células, parece mostrarse mayormente afectada en pacientes diabéticos
con un pobre o nulo control, que en aquellos que presentan un adecuado tratamiento de
su padecimiento [26].

No se ha encontrado correlacidon con el nivel de glucemia y la capacidad fagocitica de
algunas células como los PMN, aunque algunos estudios han demostrado que la actividad
bactericida mejora cuando los niveles de glucosa en sangre se normalizan [28].




Algunos estudios no han podido demostrar diferencias significativas en las distintas
funciones celulares (quimitoaxis, quimioradiolucencia, fagocitosis, etc) de los PMNs entre
pacientes diabéticos con y sin bacteriuria, y pacientes no diabéticos. Sin embargo es
posible que en presencia de una combinacién de alteraciones funcionales de los PMNs se
presente un impacto en la respuesta inmunoldgica de éstas células en pacientes
diabéticos [28].

Monocitos/Macrofagos: Algunos datos recientes de estudios en pacientes diabéticos,
reflejan una funcién quimiotactica y fagocitica alterada en estas células, la cual se ha
asociado a una disfuncién instrinseca en los propios monocitos en éste tipo de pacientes.
Algunos estudios han podido demostrar una respuesta inmune disminuida en nifios con
Diabetes al administrar la vacuna contra la hepatitis B, asi como también existe una
produccién menor de citocinas pro-inflamatorias tras las estimulacién de las células con
LPS [28].

Adherencia: La adherencia de un microorganismo a la mucosa o a las células epiteliales, es
un paso importante en la patogénesis de las infecciones. La infeccidn con C. albicans suele
ser muy frecuente en pacientes diabéticos, se han planteado que los niveles altos de
glucemia y glucosuria por un mal control del padecimiento diabético y uso continuo de
protesis dentales, pueden representar factores de riesgo para el desarrollo de infeccién
con C. albicans, particularmente en los pacientes diabéticos existe un incremento en la
adherencia de éste microorganismo a los epitelios. Este aumento en la adherencia de
algunos microorganismos a las células diabéticas, incluyen también a E. coli,
principalmente a las células epiteliales del tracto urinario [28].

1.1.4 Modelos animales para la induccion de DMT-2 en roedores

La mayoria de los modelos experimentales combinan dos caracteristicas principales de la
diabetes tipo 2 capaces de provocar hiperglucemia: la obesidad asociada a la resistencia a
la insulina y la disfuncion de las células beta pancredticas con o sin disminucidén de la masa
de las mismas.

Raton KK: Estos ratones son criados originalmente para tener un tamafio mayor pero no
suelen ser tan obsesos (por lo regular pesan menos de 60 gramos), con este tipo de
roedores se han podido trabajar distintas metodologias para que las crias sean capaces de
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desarrollar resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e hiperglucemia. La cepa mas
estudiada es el ratéon KK producido en Japdn. En este ratén se ha podido aumentar
notablemente los niveles de insulina al ser alimentados con una dieta rica en grasas [29].

Ratdn NZO: Este tipo de ratones (New Zeland Obese) presentan un peso alto y la evidencia
de acumulacion considerable de tejido graso en la porcién abdominal. Aproximadamente
del 40 al 50% de ratones machos de esta especie suelen desarrollar diabetes tipo 2 con
una edad de entre 12 y 20 semanas cuando se mantienen con una diera que contiene
4.5% de grasa. La obesidad en estos ratones es acompafiada por intolerancia a la glucosa,
resistencia periférica a la insulina y secrecion defectuosa de insulina por parte de las
células beta del pancreas. [30]

Diabetes inducida con thioglucosa: La thioglucosa induce lesiones especificas en el nucleo
ventromedial del hipotdlamo que provocan hiperinsulinemia crénica, la cual en etapas
iniciales genera hipoglucemia para después conducir a hiperfagia, obesidad y el desarrollo
de resistencia a la insulina e hiperglucemia [31].

Ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasas: Hembras C57BL/6J (también
conocidas como B6) son alimentadas con una dieta con un contenido alto de grasas y
carbohidratos para desarrollar hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia y aumento
de la adiposidad [32].

Ratones db/db: Es un ratdn que se caracteriza por ser un modelo animal con diabetes tipo
2 y se caracteriza por fenotipos obesos y diabéticos debido a la interrupcion del receptor
de la leptina [33]. En esta cepa, la hiperinsulinemia es evidente por 10 dias de edad y los
niveles de glucemia se elevan levemente en un mes desarrollando diabetes
aproximadamente a las 10 semanas de edad. A pesar de las complicaciones diabéticas se
han obtenido informes que analizan la presencia de lesiones cariosas severas y
enfermedad periodontal avanzada en estos ratones [34].
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Estreptozotocina en roedores: Se han descrito modelos experimentales en los que es
aplicada una sola dosis de la toxina estreptozotocina, la cual puede ser aplicada en
roedores recién nacidos o con una edad que va de las 6 a las 8 semanas. Estos animales
presentan inicialmente hiperglucemia y son capaces de presentar intolerancia a la glucosa
rapidamente con una reduccion de la masa de las células beta en el pancreas, pero se ha
evidenciado la regeneracidn posterior de las células beta hasta aproximadamente un 50%
del total de la masa de dichas células [35].

La estreptozotocina (STZ) es una toxina capaz de inducir la necrosis rapida e irreversible de
las células beta del pancreas (Figura 3) y aunque es ampliamente utilizada para la
induccion de diabetes inulino-dependiente (IDDM) por medio de dosis multiples de éste
farmaco, se ha conseguido exitosamente la produccién de un nuevo modelo experimental
en ratones para inducir de forma lenta y progresiva Diabetes tipo 2 (DMT-2) también
conocida como diabetes no insulino-dependiente, al aplicar una pequefa y Unica dosis
subdiabetogénica de estreptozotocina. Esta nueva metodologia ha sido empleada en
distintos tipos de ratones en los que es aplicable una dosis variable; por ejemplo en
ratones ICR y ddY machos ha resultado efectiva una dosis de 90-100 mg/kg de
estreptozotocina y en ratones BALB/c ha funcionado con una dosis de 130 mg/kg todos
con una edad de ochos semanas [36,37].

HO

Figura 2: Estructura molecular de la estreptozotocina

En los ratones a los que ha sido administrada estreptozotocina, se ha observado que las
células B en los islotes pancredticos son normales en una semana después de la
administracion sin embargo éstas disminuyen progresivamente. También el grado de
tolerancia a la glucosa y los niveles séricos de insulina estimulada por glucosa disminuyen
desde las 2 semanas en que es aplicado el farmaco. Estos resultados han permitido
determinar que estos modelos inducen diabetes no dependiente de insulina al
caracterizarse por una respuesta deficiente de la insulina a la estimulacion con glucosa
[38].
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Algunos estudios demuestran la activacion de mecanismos inmunoldgicos como respuesta
a la agresién en el tejido pancredtico por la estreptozotocina, donde diversas citocinas
inflamatorias se ven considerablemente aumentadas en las primeras semanas después de
haber realizado la induccién con el farmaco [9,27].

1.2 Periodontitis apical

Durante la practica odontoldgica conservadora, uno de los retos mas importantes es el
preservar la salud y vitalidad pulpar; sin embargo cuando no es posible conseguirlo o es
inminente la necesidad de extirpar la pulpa dental los objetivos cambian y es requerido el
tratamiento endoddntico, con el cual pueda conseguirse la prevencidn o eliminacién de
agentes infecciosos en el sistema de conductos. Dentro de las principales indicaciones
para iniciar el tratamiento de endodoncia se incluye la existencia de periodontitis apical,
sin embargo esta condicion podria ser también una secuela de un procedimiento previo
inadecuado [4].

La periodontitis apical se define literalmente como la “inflamacién alrededor de la porcién
apical de la raiz de un diente”, puede incluirse en el término de “periodontitis
perirradicular”, sin embargo éste ultimo término no excluye lesiones inflamatorias que se
presenten en la porcidn lateral radicular o en las furcas de dientes multirradiculares [39].

Los procesos infecciosos e inflamatorios de la pulpa y de los tejidos periapicales se
consideran también como una complicacién de la caries dental o de cualquier proceso que
provoque la exposicion de la pulpa, haciéndola potencialmente susceptible a la infeccién
dada la presencia de la flora bucal. Esta exposicién puede afectar directamente al tejido
pulpar, sin embargo la pulpa también puede afectarse indirectamente por la presencia de
una lesidon previamente establecida de origen periodontal que haya iniciado a partir de
una invasion bacteriana por medio del surco gingival, tal es el caso de las lesiones
endoperiodontales [40]. Sin embargo aunque efectivamente la periodontitis apical es una
respuesta a la infeccidon pulpar, también puede ser una complicacién por un trauma
ocasionado por un golpe o fractura en el diente, por atricién durante la masticacion,
parafunciones o abrasién [39].

Esencialmente, la periodontitis apical debe ser considerada como una respuesta del
organismo a un agente que sea capaz de activar mecanismos inflamatorios en los tejidos
periapicales.
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1.2.1 Significancia bioldgica y clinica de la periodontitis apical:
- Teoria de la infeccién

Actualmente se han reconocido organismos con diferente virulencia como los causantes
de la infeccién pulpar, sin ser siempre sencillo el control de la infeccidn, particularmente
cuando el tratamiento endoddntico no llega a ser tan efectivo.

Existen algunos organismos que habitan en la cavidad bucal los cuales normalmente no
son considerados patdgenos, sin embargo pueden tener una virulencia mayor una vez que
puedan acceder a la pulpa o a los tejidos periapicales. Algunos estudios han documentado
sobre algunas especies que han sido aisladas de conductos radiculares infectados, dentro
de las cuales se incluyen aquellas que pertenecen a los géneros de Streptococcus,
Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bacteroides
y Lactibacillus [41,42], sin embargo por medio de andlisis molecular también ha sido
posible identificar miembros de la clase Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, y
Proteobacteria [43,44,45].

- Lainfeccidn endododntica y el estado general de salud.

Se ha reconocido que la periodontitis apical es una respuesta a la infeccion que debe ser
contenida, controlada y eliminada para no afectar al estado general de salud del paciente
gue la presenta, debido a que los agentes infecciosos pueden propagarse a través de la
circulacidn a érganos lejanos en los que sean capaces de causar dafio o enfermedad [46].

Los resultados que se han obtenido de investigaciones recientes demuestran que las
bacteremias que ocurren durante el tratamiento endodéntico son de una incidencia y
magnitud mucho menor que incluso la mayoria de los procedimientos odontoldgicos de
rutina, sin embargo en presencia de enfermedades como la endocarditis bacteriana es
pertinente el uso de antibioticoterapia profilactica conjuntamente al tratamiento de
conductos [47].

1.2.2 Aspectos inmunopatolégicos en el proceso inflamatorio de la periodontitis apical

La periodontitis apical es el resultado de un encuentro dinamico entre los
microorganismos presentes en el sistema de conductos y la respuesta inmune activada en
los tejidos periapicales del huésped, lo que se manifiesta como un proceso en el que estan
implicados mecanismos inflamatorios. Una respuesta favorable por parte del sistema
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inmune previene una invasidén bacteriana extrarradicular abundante, sin embargo los
mecanismos involucrados no sélo se restringen en eliminar a los microorganismos o sus
productos, sino también pueden destruir componentes de los tejidos normales e inducir
con esto a la reabsorcidn ésea e incluso terminar en ultima instancia a provocar la pérdida
irremediable del diente [48].

A diferencia del tejido pulpar, los tejidos periapicales cuentan con una amplia cantidad de
células indiferenciadas que participan tanto en los mecanismos inflamatorios asi como en
los reparativos y un rico suministro sanguineo y drenaje venoso; sin embargo estos
elementos contribuyen en el inicio de la patologia periapical, dependiendo de la severidad
y duracién a la exposicidn a agentes irritativos o infecciosos provenientes de los conductos
radiculares [49].

La inflamacién representa un mecanismo de defensa contra cualquier agente que cause
dafio en el organismo y se caracteriza por infiltracién de células y la sintesis de
mediadores quimicos. El sistema inmune estd compuesto por respuestas innatas vy
adaptativas, en general la acumulacién de neutréfilos y macréofagos que son
componentes de la inmunidad innata, se presentan al principio del proceso inflamatorio.
Las células que se infiltran en sitios donde existe inflamacion generalmente son
denominadas células inflamatorias, y el nimero de estas células en el drea se relaciona
con el volumen o propiedades del estimulo que genera la lesién [48].

La inflamacidn aguda involucra reacciones inmunoldgicas temporales caracterizadas por
una severa infiltracion celular y produccién de mediadores quimicos los cuales provocan
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar, lo que resulta en un aumento de
fluido en los tejidos extracelulares generando edema y aumento de volumen, signos
tipicos de la inflamacién aguda (Figura 4) . Los cuatro signos principales de la inflamacién
aguda son, rubor, calor, tumor y dolor, los cuales fueron originalmente descritos hace
2000 afios por Celcus, la pérdida de la funcidon es una consecuencia conocida de la
inflamacidén y descrita posteriormente como un quinto signo por Virchow [50].

Durante la inflamacidn crénica se hacen presentes otros tipos de células que incluyen a los
linfocitos, los cuales pertenecen al tipo de inmunidad adaptativa [50].
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Figura 3. McCance KL, Huether SE (2002). Secuencia de eventos en el proceso inflamatorio.
Durante una agresion existen células en el tejido conectivo (mastocitos) capaces de secretar
Histamina, la cual provoca constriccidén de las células musculares lisas de los vasos sanguineos lo
gue aumenta la permeabilidad vascular y una dilatacion de las células en vénulas post-capilares;
esto da lugar a una presion elevada en la microcirculacién que provoca salida de plasma, células
sanguineas y plaquetas alrededor de los tejidos agredidos. Conforme existe la salida de plasma al
tejido conectivo, el resto de la sangre circula mas lentamente dentro del vaso sanguineo y se
vuelve mas viscosa permitiendo la adhesidn de leucocitos a las paredes vasculares [51].

INMUNIDAD INNATA: Este tipo de inmunidad también es conocida como inmunidad no
adaptativa, la cual no requiere del contacto previo con el agente infectante y no se
modifica tras la exposicidn repetida a un determinado agente infeccioso [52,53]. Los
determinantes de la inmunidad innata incluyen factores genéticos, raciales, hormonales,
celulares y humorales [53]. El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra
patégenos, ademas contra dafios quimicos, fisicos y fisiolégicos, varias reacciones se
encargan de reparar el dafio o aislarlo y mantener la homeostasis [53]. Sus principales
componentes son barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y sustancias
antimicrobianas sintetizadas en las superficies epiteliales; células fagociticas (neutrdfilos,
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macrofagos, células dendriticas) y linfocitos citoliticos naturales o Natural Killer (NK);
proteinas de la sangre, que incluyen componentes del sistema de complemento y otros
mediadores quimicos como citocinas y quimiocinas [55].

-Elementos celulares: Durante la primera etapa del proceso inflamatorio se presenta
infiltracion de células fagociticas como los neutrdfilos, macréfagos, células dendriticas,
entre otras; estas células reconocen a los microorganismos, los fagocitan y los destruyen.
Estos leucocitos son los mediadores de respuestas inmunitarias innatas donde su misién
es formar la primera linea de defensa ante la infeccion [53].

Neutrdfilos: Generalmente son las primeras células en infiltrarse en la zona de lesién al ser
las mds abundantes en la sangre, sin embargo no se muestran en los tejidos sanos. Su
promedio de vida es corto y regularmente mueren pocas horas después de haber sido
sintetizados en la médula ésea. Se caracterizan por tener una gran movilidad y capacidad
fagocitica con la que pueden destruir diferentes microorganismos o sus productos para
convertirlos en pequefios péptidos por medio de distintas enzimas lisosomales [53].

La molécula C5a y los lipopoliscaridos (LPS) son quimiotacticos muy potentes para los
neutrdéfilos, pero existen otras proteinas llamadas citocinas que pueden provocar este
mismo efecto en los neutrdfilos, en las que se incluye a la interleucina- 8 (IL-8) [52].

La biologia de los neutrdfilos y su papel en la inflamacién han sido bien documentados,
resultando la interaccién de éstas células con los microorganismos de particular
importancia en la progresion de la periodontitis, tanto en el margen de la encia como en
los tejidos perirradiculares. A pesar de que los neutrdfilos son células esencialmente
protectoras o de defensa, si pueden causar graves dafios a los tejidos del hospedero,
debido a que sus granulos citoplasmaticos contienen varias enzimas que al liberarse son
capaces de degradar los elementos estructurales de los tejidos sanos. Dado a que su vida
media es tan corta, comiUnmente mueren un gran niumero de éste tipo de células en los
mecanismos inflamatorios de tipo agudo, por lo que su acumulacién en los tejidos es una
causa importante para el desarrollo de la periodontitis apical en su fase aguda [54].

Macrdfagos: La infiltracién de macrofagos en la zona de lesion es relativamente lenta en
comparacion con los neutrdfilos, sin embargo tienen una gran capacidad fagocitica ante
casi cualquier tipo de agente extraifio y su presencia es mas prolongada en el sitio de
lesion. Los macrofagos derivan a partir de los monocitos que se encuentran en la sangre y
se desplazan a sitios especificos. Contienen en su superficie receptores para manosa
capaces de reconocer glucoproteinas de la superficie de los microorganismos, lo que les
permite iniciar el proceso fagocitico. Estas células presentan antigenos a los linfocitos T
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eficazmente, aunque las células que desempefian con mucha mayor eficacia la
presentacion de antigenos a las células T en reposo, son las células dendriticas [50].

Los macrofagos son una fuente importante de mediadores quimicos como la interleucina
1 (IL)1, factor de necrosis tumoral (TNF) a y el interferén (IFN) vy, que juegan un rol
importante en la activacion o maduracion de células ubicadas alrededor del sitio
inflamado [55].

Células dendriticas: Estas células aunque tienen una menor capacidad fagocitica, son
consideradas como presentadoras de antigenos por excelencia, esenciales para la
activacion de las células T [53].

- Mediadores quimicos: En las respuestas inmunitarias intervienen moléculas de
naturaleza muy diversa, entre ellas se encuentran los anticuerpos y las citocinas, que
producen los linfocitos, asi como muchas otras moléculas que se puedan detectar
normalmente en el suero.

Citocinas: Son proteinas solubles de bajo peso molecular producidas principalmente por
las células que participan en las respuestas inmunoldgicas. Han sido clasificadas en
diversos grupos como por ejemplo: proinflamatorias, Th1, Th2, Th17, Tregs, etc. [55].

Quimiocinas: Constituyen un grupo de moléculas de pequeno tamafio, promotoras y
reguladoras de inflamacidn, capaces de atraer a diversos tipos de leucocitos a los sitios de
inflamacién (citocinas quimiotactias), incluyendo células T, monocitos, macrdéfagos,
neutrdfilos y eosindfilos. Son producidos por muchas células linfoides y no linfoides en los
gue se incluyen ademas de las mencionadas a las células dendriticas, las células cebadas,
las NK (Natural Killer), las endoteliales, los fibroblastos, las del epitelio intestinal y
respiratorio [53].

Metabolitos del dcido araquidodnico: El acido araquiddnico es un acido graso polinsaturado
de 20 carbonos y con cuatro dobles enlaces, y se encuentra presente en las membranas
celulares. Los metabolitos del acido araquiddnico son conocidos como eicosanoides,
dentro de los cuales se incluyen a las prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas y
leucotrienos. Estos metabolitos son sintetizados por dos clases de enzimas importantes: la
ciclooxigenasa (cox) para la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos y la lipoxigenasa
para los leucotrienos y lipoxinas [52].

Las prostaglandinas (PGs) fueron identificadas por primera vez en el semen humano,
originalmente se creia que se formaban en la préstata (de ahi su nomenclatura). Se
forman al metabolizarse el acido araquiddnico a través de la via de la ciclooxigenasa. Las
PGs mas importantes relacionadas con la inflamacién son: PGE2, PGD2, PGF2alpha, PG12.
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La PGE2 regula la vasodilatacién y el estimulo doloroso aunque también se le ha
relacionado con la activacion de células osteoclasticas. Gran parte de la rdpida pérdida de
hueso en la periodontitis marginal y apical sucede durante los episodios de inflamacién
aguda cuando las lesiones presentan un gran nimero de neutroéfilos, los cuales son una
fuente importante de la PGE2, los altos niveles de esta prostaglandina se ha demostrado
que estan presentes en las lesiones agudas de la periodontitis apical [56].

Neuropéptidos: Son sustancias que son producidas en y por las células que conforman al
sistema nervioso y su funcién es el de participar como neurotransmisores o mediadores
guimicos. La Sustancia P forma parte de la familia de neuropéptidos de las taquicininas,
relacionada con desordenes emocionales, ansiedad estrés, y dolor en el sistema nervioso
central, asi como también con el dolor, modulacién vascular y reacciones inmunoldgicas
en tejidos especificos [53].

Cininas: Son péptidos compuestos de nueve a once aminoacidos, un ejemplo de éstas es la
Bradicinina, la cual es un potente vasodilatador que se encarga de regular la
permeabilidad vascular al igual que la sensacién dolorosa [53].

INMUNIDAD ADAPTATIVA: Las reacciones inmunoldgicas iniciales son mediadas por la
inmunidad innata, en donde los neutrdfilos y macréfagos juegan un papel relevante. Sin
embargo, cuando el estimulo nocivo persiste rebasando las capacidades de la inmunidad
innata, las respuestas de la inmunidad adaptativa comienzan. Esta respuesta no es
inmediata, requiere de algunos dias para manifestarse e incluye la produccién de
anticuerpos y de linfocitos en un particular estado de activacién que pueden ser descritos
como “linfocitos sensibilizados”, las células y los anticuerpos resultantes tienen la
propiedad de reaccionar especificamente con el antigeno inductor de su produccidon [53].

La intensidad de las respuestas adaptativas aumenta conforme se incrementa el nimero
de exposiciones al mismo agente patdgeno: el sistema inmunitario adaptativo “recuerda”
al agente infeccioso, siendo capaz de impedir que provoque enfermedad, por ejemplo en
el caso de las enfermedades como el sarampidén o la difteria, se producen respuestas
adaptativas que inducen inmunidad frente a la enfermedad y persiste durante el resto de
la vida del individuo [52].

Las caracteristicas de la inmunidad adquirida o adaptativa son: especificidad para
moléculas diversas, especializacién que las capacita para responder de forma singular a
diferentes microorganismos y su capacidad para recordar y responder con mayor fuerza
tras exposiciones repetidas al mismo organismo [55].
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La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos fundamentales
reconocidos como: respuesta inmune humoral, donde los linfocitos B juegan un rol
importante y una respuesta celular, donde los linfocitos T son las células protagdnicas
[52].

Células T

Las células T han sido clasificadas en dos categorias dependiendo de los receptores
presentes en su superficie (TCRs), los cudles son de tipo afy y Yo, aunque las funciones de
los TCRyd son todavia inciertos, se les ha relacionado con sistemas de defensa no
especificos contra estimulos exégenos. Las células que expresan en su superficie TCRof3
son clasificadas en células T helper CD4" (Th) que se activan cuando las células
presentadoras de antigeno les presentan péptidos de pardsitos y bacterias extracelulares
y en células T citotéoxicos CD8" (Tc), que se activan cuando las células presentadoras de
antigeno les presentan péptidos principalmente de parasitos intracelulares, como los virus
que se encuentran en el citosol [55].

Las células CD4" se clasifican en células Th1y en Th2. Las células Th1 producen IFNy, IL-2 e
IL-12 y participa en la inmunidad celular, mientras que las Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13 las cuales promueven la sintesis de anticuerpos por parte de las células B
participando asi con la inmunidad de tipo humoral [55].

Las células CD8" son conocidas como células T citotdxicas, tienen las funciones de destruir
antigenos especificos y producir citocinas como TNF-a e IFN-y las cuales tienen efectos
citotdxicos cuando son secretadas cerca de células que se planean destruir [53].

En cualquier tipo de clasificacion cuando las células T se activan pueden ejercer sus
actividades programadas: proliferacién, produccién de citocinas, cooperacion,
citotoxicidad o la regulacidn (supresion) de otras respuestas inmunitarias [52].

Células B

Estas células son producidas en la médula 6sea, cada célula B estd programada
genéticamente para codificar un receptor de superficie especifico de un antigeno
determinado, una vez que una célula B reconoce a su antigeno se multiplica y se
diferencia, dando lugar a células plasmaticas capaces de producir anticuerpos [53].
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Los receptores para antigeno de los linfocitos B (BCR), son moléculas preformadas de
anticuerpo de la clase IgM. La interaccién de los receptores con el antigeno nativo es
directa y no parecen participar otras moléculas; sin embargo cada receptor se encuentra
asociado a dos proteinas diméricas, llamadas Ig alfa-beta (Ig aff) e Ig gamma-gamma (Ig
vy). Estas proteinas transmembranales y otras moléculas accesorias solubles y
estructurales, permiten la transmisién de sefiales al interior de la célula B asi como su
activacion para la produccién de anticuerpos, sin embargo la activacién productiva de las
células B requiere de la ayuda de las células Th, ésta ayuda es mediada por citocinas y por
la estimulacion derivada de la interaccion entre moléculas coestimuladoras de ambos
tipos de células [53].

A través de sus receptores, los linfocitos B son capaces de interactuar con antigenos
solubles, de pinocitarlos, de procesarlos y de presentarlos a las células T, es decir, las
células B también funcionan como células procesadoras y presentadoras de antigeno [52].

1.2.3 Etiologia de la periodontitis apical

Invasién bacteriana: Una de las principales causas de la patologia periapical involucra a la
invasiéon de microorganismos provenientes de los conductos radiculares del diente
afectado, los cuales son capaces de inducir a mecanismos inflamatorios en el peridpice
incluyendo destruccién del hueso alveolar (Figura 4).

Los microorganismos que se han relacionado con el inicio de periodontitis apical son
Prevotella, Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus Clostridium, Candida, Actinomyces
y en los ultimos afos se ha asociado el Enterococcus faecalis con la presencia de lesiones
periapicales persistentes [40, 56, 57].

Otros: Se ha relacionado la presencia de periodontitis apical con la presencia de
materiales empleados en la obturacidn del sistema de conductos, sin embargo no existen
datos significativos que reflejen que este tipo de materiales sean capaces de inducir
lesiones muy severas in vivo. También ha sido documentada la posibilidad de inflamacién
residual posterior al tratamiento endoddntico, lo que puede reflejar la persistencia de
infeccion en la porcién apical del diente debido a un sistema complejo de conductos, la
neoformacion de biofilm o infeccion extrarradicular, incluso también la presencia de
agentes infecciosos en los tubulos dentinarios puede ser un factor que provoque la
presencia de la lesidn periapical [57].

Durante el tratamiento endoddntico debe ser realizado un perfecto protocolo de
instrumentacion e irrigacién, de tal manera que se consiga eliminar la mayor cantidad de
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microorganismos del interior de los conductos, sin embargo un paso clave del éxito en el
tratamiento es la obturacion, debido a que si no se consigue con ella un perfecto sellado
de la porcién apical o coronal del o los conductos lleva a la filtracién de microorganismos
[57].

También ha sido documentada la posibilidad de una susceptibilidad a la persistencia de
periodontitis apical evaluando el polimorfismo del gen alelo 2 de la IL-1J3 el cual se ha
asociado con un aumento en los mecanismos inflamatorios presentes en la periodontitis
apical al favorecer el incremento de hasta cuatro veces mas de la produccidn de IL-1 en
zonas con lesién periapical [58].
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Figura 4: Tomado de Nair (2004). Presencia de biofilm en el foramen apical de un diente
afectado con periodontitis apical (GR). El delta apical de la imagen (a) se amplifica en la
imagen (b) donde se puede observar la ubicacidén de las bacterias (BA) en los foramenes
apicales, la masa bacteriana parece ser frenada por un muro de granulocitos neutrofilicos
(NG). Aumentos a) 20x, (b) 65x [59].

1.2.4 Clasificacion de la periodontitis apical

Las lesiones periapicales han sido clasificadas de acuerdo a sus consideraciones clinicas e
histolégicas, la clasificacion de las lesiones correlaciona la sintomatologia clinica, la
duracidn asi como las caracteristicas histoldgicas.

La periodontitis apical suele ser clasificada convenientemente en dos tipos: periodontitis
apical aguda la cual se asocia con lesiones de corto tiempo de evolucidon y con
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sintomatologia dolorosa y en periodontitis apical crdnica la cual por su parte se caracteriza
por lesiones de un tiempo de evolucién mds prolongado y por lo regular no refleja
sintomatologia dolorosa [49, 60] .

a) La periodontitis apical de tipo agudo, puede ser descrita también como una
periodontitis apical sintomatica en la que se refleja la primera fase de lesién en los tejidos
periapicales derivada de un proceso patoldgico de la pulpa dental que incluye: mediadores
inflamatorios resultantes de un tejido pulpar irreversiblemente inflamado, productos
bacterianos presentes en el proceso de necrosis pulpar, agentes irritantes que pueden
incluir sustancias de irrigacién o la extrusién de materiales de obturacidon y también de
alteraciones relacionadas al trauma oclusal [49] .

Clinicamente puede reflejar una sensacién dolorosa moderada hasta severa e intensa
localizada y que en ocasiones llega a ser pulsatil. El paciente percibe una ligera
extravasacién del diente, por lo que se muestra sensible a la oclusién (lo que dificulta la
masticacién e incluso la fonacién). Las pruebas de sensibilidad resultan ser positivas al frio,
al calor y a la prueba eléctrica, asi como también hay respuesta positiva ante la percusién
tanto horizontal como vertical. En los casos de existir necrosis pulpar asociada a la lesién
periapical aguda, no hay respuesta a las pruebas térmicas ni eléctricas. Radiograficamente
puede observarse un evidente ensanchamiento del espacio del ligamento periodontal,
aunque en la mayoria de las veces se suele observar un espacio del ligamento periodontal
normal y una lamina dura intacta [61,62,63].

En la periodontitis apical de tipo agudo se presentan zonas definidas de infiltrado de
neutrdfilos, y se le puede considerar primaria cuando el proceso inflamatorio es de corta
duracion y se inicia en un periodonto sano como respuesta a varios agentes irritantes o
infecciosos, sin embargo se puede considerar secundaria cuando la respuesta aguda
ocurre en una lesidn de periodontitis apical preexistente (reactivacion apical,
exacerbacion, absceso fénix) [63].

b) Cuando el proceso inflamatorio agudo persiste y en conjunto disminuye la virulencia de
los agentes irritantes, se produce un cuadro inflamatorio crénico no supurativo entorno al
diente a lo cual se le clasifica como: Periodontitis apical crénica, que se caracteriza por
neoformacion y proliferaciéon vascular, presencia de linfocitos, células plasmaticas,
macrofagos y fibroblastos, en ocasiones pueden encontrarse también células espumosas
con cristales de colesterol y destruccion del hueso alveolar la cual puede ser
radiograficamente observable como una zona radiollcida alrededor del apice [64] .
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Clasicamente se han descrito en los procesos inflamatorios periapicales crénicos, cuatro
zonas concéntricas alrededor del foco inflamatorio, conocidas como areas de Fish, que
muestran las siguientes caracteristicas [65]:

1.- Zona de infeccién y necrosis: Corresponde al extremo mds apical del conducto
radicular y a la zona del mufién apical mas préxima al conducto, donde se localizan
gérmenes, endotoxinas, antigenos, factores quimiotacticos etc.

2.- Zona de contaminacién: Alrededor de la anterior, se caracteriza por estar libre de
microorganismos, una destruccion histica, infiltrado inflamatorio compuesto de
neutroéfilos y macréfagos

3.- Zona de irritaciéon: Existe un tejido de granulacion evidente, con capilares
neoformados, linfocitos, “macréfagos espumosos” y fibroblastos

4.- Zona de estimulacidn o regeneracién: Es la zona mas periférica y muestra una intensa
actividad fibroblastica.

Entre las lesiones que son incluidas en la periodontitis apical de tipo crénica se incluyen:
granuloma apical, absceso dentoalveolar crénico, quiste apical, osteitis periapical [40,60].

1.2.5 Fisiopatologia de la Periodontitis apical aguda

La irritacidon periapical puede inducir la activacion de respuestas inflamatorias no
especificas, asi como reacciones inmunolégicas especificas. Estas reacciones estan
mediadas por productos plasmaticos o celulares relacionados con los sitios de lesion [66].

La destruccion rapida inicial de hueso en la zona apical de la raiz se ha asociado con la
produccién de prostaglandinas, en especial, la PGE2, a través de la via de la ciclooxigenasa
[56].

El inicio de la periodontitis apical se ha asociado a la presencia de diversas citocinas,
dentro de las cuales se incluyen a: IL-1, -3, -6, -8 y -10 y el TNF considerando a éstas, como
las que se producen en mayor proporcién en las zonas de reabsorcién dsea, por lo que
parecen ser de particular importancia en el desarrollo de las lesiones apicales [66, 67].

Del mismo modo, se sabe que una cantidad elevada de factores osteoliticos como RANKL

y catepsina K, dan como resultado una mayor resorcion ésea apical. El balance existente
entre RANKL y osteoprotegerina (OPG), es un factor importante en la regulacion de la
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resorcion Osea en las lesiones periapicales. La diferenciacidén y activacion de las células
osteoclasticas estan reguladas por la interaccion de RANK (receptor activador del factor
nuclear kappa B) con su ligando RANKL; mientras que la osteoprotegerina (OPG) es un
receptor para RANKL que inhibe la participacion de la correlacion RANK-RANKL (inhibe la
resorcién). En condiciones homeostaticas los niveles de RANKL y OPG se encuentran en
equilibrio de tal manera que ocurren adecuadamente los mecanismos de osteogénesis y
resorcion 6sea (en el proceso de remodelado éseo). Ante la presencia de un estimulo que
genere inflamacién, se aumenta la proporcién del RANKL con respecto a los niveles de
OPG, conduciendo a la estimulacidon y activaciéon de los osteoclastos provocando la
reabsorcion désea patoldgica. Esta correlacién entre los niveles de RANKL/OPG puede ser
indicativo de una lesidn en expansidn con la resorcion dsea activa o una lesion estable con
un minimo de resorcién [68].

La IL-1 .y B son producidas por una variedad de células como son los macrdéfagos, células
B, osteoclastos, células porlimorfonuclares y fibroblastos; sin embargo las fuentes mas
importantes de estas citocinas son los monocitos/macréfagos en los sitios de inflamacién
[69,70].

Existen algunos estudios que demuestran que durante la fase aguda (una semana), tanto
la IL-1 o como la IL-1P3 son observadas adyacentes a las células osteoclasticas, las cuales se
caracterizan por presentar un citoplasma francamente amplio, por ello las lesiones
periapicales tienden a expandirse; sin embargo en esta misma fase existe el doble de
células que expresan IL-1p que aquellas que expresan a la IL-1a. Por otra parte, durante la
fase cronica (minimo cuatro semanas de evolucidn) la cantidad de IL-1 3 disminuye,
reduciéndose también el grado de lesion periapical [71,72].

Sin embargo, la IL-1 3 es considerada como un mediador mas potente; sus efectos a nivel
local incluyen el aumento de la adherencia leucocitaria a las paredes endoteliales,
estimulacion de linfocitos, potencializacion de los neutréfilos, la activacion de
prostaglandinas y enzimas proteoliticas, activa las células osteoclasticas induciendo el
proceso de resorcidn ésea al inhibir la remodelacién y formacién del tejido éseo, por todo
esto, éste mediador representa un factor importante en la patogénesis de las lesiones
periapicales [73].

Algunas investigaciones demuestran que ante una repercusidon sistémica que altere la
respuesta inmunoldgica, determinaria una funcién inapropiada de las células encargadas
de activar a las células T, las cuales son consideradas como las encargadas de activar a su
vez, a las células capaces de producir citocinas pro-inflamatorias dentro de las cuales se
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considera a la IL-13, de tal forma que la concentracién de IL-1B en zonas de inflamacién
puede verse disminuida en comparacion a sitios de inflamacién donde no influya una
disfuncién inmune [74,75].

Ha sido comprobado que algunas citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a. y RANKL
tienen un rol importante en el proceso de destruccion del tejido dseo periapical [76]. IL-12
en conjunto con IL-18 son capaces de inducir la produccién de IFN-y por las células NK
[77]. IFN-y es un mediador clave en la activacién de macréfagos que regulan la produccidn
de IL-1 y TNF-qa, las cuales son citocinas responsables de provocar dafio en el tejido
periapical [78].

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LA PERIODONTITIS APICAL AGUDA: Una vez que
agentes irritantes (mediadores de la inflamacidn, factores quimiotacticos, el sistema de
complemento, algunos derivados del acido araquiddnico y ciertas enzimas hidroliticas
como colganasa y catepsina) alcanzan el peridpice, se producen cambios en los tejidos:
vasodilatacién (provoca hiperemia, edema y aumento de la permeabilidad capilar) y
extravasacion de neutréfilos, constituyendo una inflamacién aguda no supurativa. La
extravasacién de fibrinégeno condiciona la formacién de una red de fibrina que intente
detener el proceso. El aumento de la presién local, produce un dolor localizado por
compresion de los haces de fibras nerviosas, que puede ser variable, dependiendo del
grado de extensidn, rapidez en la evolucidn del proceso y otros factores [75].

Si los agentes irritantes persisten, se produce una inflamacién aguda supurativa, con un
incremento en el nimero de neutréfilos, provocando la formacién rapida de material
purulento en un corto periodo de tiempo, lo que aumentaria la presién intersticial en el
peridpice, provocando un cuadro clinico doloroso grave [61].

Presenta un infiltrado inflamatorio en el ligamento periodontal apical (con un alto
contenido de polimorfonucleares y macréfagos), vasodilatacion, hiperemia y una
acumulacién de exudado seroso que provoca la distencién del periodonto provocando
una ligera extrusidn del diente afectado, finalmente se inicia el proceso de lisis dsea, como
resultado de la liberacién de enzimas lisosdémicas como la colagenasa [61].
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1.2.6 Modelos animales y la periodontitis apical

Los modelos animales permiten probar hipdtesis especificas que puedan ser consideradas
como aplicables en estudios clinicos. Con los que respecta a la patogénesis de las lesiones
periapicales, puede ser analizada en relacién a la concentracién y tipos de sustancias o
elementos irritantes presentes en el tejido periapical capaces de provocar mecanismos
que puedan ser estudiados radiograficamente, histolégicamente e
histomorfométricamente o por medio de la cuantificacion de los mediadores
inflamatorios especificos expresados [79,80].

Aunque son varios los factores etioldgicos considerados en la patogénesis de las lesiones
periapicales, la invasién bacteriana ha sido identificada como un elemento determinante
en la induccién de respuestas inmunoldgicas asociadas con la lisis 6sea presente en las
lesiones de tejidos periapicales [59].

En los modelos animales han sido empleadas distintas metodologias que se valen de la
colonizacidén y crecimiento microbiano en los conductos radiculares para la induccion de
lesiones periapicales. Algunos estudios han conseguido este objetivo por medio de la
inoculacion de bacterias asociadas con infecciones endoddnticas en humanos [80,81],
mientras que en otros se ha contemplado la idea descrita desde 1965 por Kakehashi en
donde se confirma la capacidad de las bacterias del medio bucal para infectar los
conductos radiculares de pulpas dentales expuestas generando como complicacién
lesiones en el tejido periapical [81].

1.3 Lesiones periapicales y su relacion con Diabetes

Los pacientes diabéticos son susceptibles a presentar infecciones con una evolucién
mucho mas complicada que aquellos individuos que no son diabéticos [83]. Una de las
posibles causas que favorecen a la prevalencia y aparicidn frecuente de infecciones es la
respuesta inmune defectuosa estudiada como complicacidn de la diabetes. Hasta la fecha
ha sido descrita la inmunidad celular alterada en pacientes diabéticos, donde se ven
afectados mecanismos quimiotacticos, de fagocitosis y disminucién en la produccion de
algunos productos celulares o citocinas. [84,85]. Otras razones que pueden conducir a la
mayor prevalencia de infecciones en los pacientes diabéticos son que hay
microorganismos que suelen ser mas virulentos en un entorno de hiperglucemia, y existe
un aumento en la adherencia de los microorganismos a las células diabéticas. Por otro
lado, en la diabetes también se encuentran disminuidos los procesos anabdlicos de las
proteinas dando como consecuencia una sintesis menor de inmunoglobulinas [10].
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Se ha podido comprobar que un control adecuado de la hiperglucemia suele mejorar las
condiciones metabdlicas y las funciones de las células que participan en los mecanismos
de defensa de personas diabéticas [26].

En Odontologia se ha relacionado a la diabetes con una mayor incidencia de lesiones
cariosas, enfermedad periodontal generalizada y alteraciones en los tejidos periapicales
en individuos que la padecen.

Las lesiones periapicales se presentan por el efecto que causan algunos agentes irritantes
en el peridpice dentro de los cuales se incluyen a los microorganismos y/o sus productos
provenientes del sistema de conductos radicular con pulpa necrética, siendo hasta el
momento el tratamiento endoddntico el procedimiento mas adecuado para el control y
manejo de estas lesiones [86]. Sin embargo, la diabetes puede ser un factor que llegue a
afectar la respuesta inmune en los tejidos que conforman al peridpice, causando un
retraso en la reparacién y cicatrizacién que provoca una mayor prevalencia de las lesiones
y una mayor tasa de la enfermedad periapical después del tratamiento en pacientes
diabéticos [87].

Algunos estudios han confirmado clinicamente la relacién entre la diabetes y sus efectos
en la evolucidn de la periodontitis apical; existen revisiones que analizan la progresion y
los procesos de reparacién de lesiones periapicales, asi como el resultado del tratamiento
endoddntico en pacientes diabéticos, de las cuales es posible concluir que existe mayor
incidencia y prevalencia de lesiones en pacientes diabéticos asi como también una
probabilidad mas alta en que éstos presenten mayor sintomatologia pre y transoperatoria
principalmente cuando existen antecedentes de presencia de enfermedad periapical.
Otros datos han demostrado que la reparacién de lesiones tratadas de forma quirdrgica
tiene un resultado menos exitoso y por lo general suelen observarse signos de
recuperaciéon de los tejidos periapicales afectados hasta después de dos afios 0 mas en
pacientes con antecedentes de diabetes. [9]

Existen algunos datos que han permitido demostrar la relacidn que existe entre niveles
elevados de glucosa en sangre con formas agresivas de la enfermedad periodontal [88,
89], asi como también la asociacién que hay entre ambas enfermedades, es decir entre la
enfermedad periodontal y la diabetes, de tal forma que una condicion severa de una
puede agravar la de la otra [90].

Por todo esto existen razones para creer que cuando no hay un manejo médico,
farmacoldgico o dietético adecuado para el control de la diabetes, ésta puede provocar
repercusiones en los mecanismos inmunes de los tejidos periapicales. En un estudio
clinico se realizd un andlisis radiografico para evaluar la prevalencia de lesiones
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periapicales en dientes con tratamiento endoddntico no quirdrgico previo en pacientes
diabéticos (incluyendo individuos con diabetes tipo 1y 2) y en personas sanas, del cual se
obtuvieron resultados que reflejaron que la presencia de diabetes es determinante para
favorecer a la permanencia de lesiones periapicales y retraso en la cicatrizacién de los
tejidos dafados, lo cual fue mas evidente en hombres diabéticos que en mujeres,
suponiendo que esto podia relacionarse con el hecho de que la mujeres demostraron
tener un mejor control y tratamiento de su enfermedad [91]. Asi mismo se ha demostrado
una mayor incidencia de periodontitis apical en pacientes diabéticos que en pacientes
sanos, al evaluar radiograficamente que al menos en un diente se presentaba lesién apical
en el 81.3% de los pacientes con diabetes, mientras que al menos un diente con
enfermedad periapical se presentaba en el 58% de los pacientes sanos [92].

Otro estudio también demuestra la presencia de signos radiograficos de reparacién en
lesiones periapicales en dientes que fueron tratados endoddnticamente, sin embargo en
esta investigaciéon se considero como variable el control glucémico, de tal forma que
fueron observados 12 pacientes con niveles de glucemia bajos ( de 70 a 80 mg/dL) y 13
pacientes con un nivel de glucemia mayor (90 a 110 mg/dL), en los cuales después de 30
dias después de haber sido efectuado el tratamiento de conductos fue posible observar
una disminucion de la lesion en el 74% de los individuos con niveles bajos de glucosa ,
mientras que solo se consiguié una reduccidn de la lesién en un 48% de las personas con
hiperglucemia [93].

Varios modelos animales se han desarrollado para estudiar la relacién entre la diabetes y
las lesiones periapicales. Uno de éstos estudios fue realizado con ratas Winstar, donde en
un grupo fue inducida la diabetes con STZ (50mg/ml) disuelta en citrato con un pH de 4.5y
en otro a las que solo se les administré citrato con un pH de 4.5, las lesiones periapicales
fueron provocadas al dejar expuesto el tejido pulpar de molares inferiores al medio bucal.
Los resultados mostraron la presencia de un proceso inflamatorio mayor en la regién
apical, una reabsorcidn radicular y resorciéon ésea alrededor de los dientes afectados y
lesiones histopométricamente mas grandes en las ratas a las que se les administré STZ
gue en aquellas a las que no les fue administrada la STZ [81].

Algunos estudios han revisado el inicio y evolucion de lesiones en los tejidos periapicales
en modelos de animales diabéticos, en algunos se realiza una exposicion a soluciones
ricas en sacarosa para generar el desarrollo de lesiones cariosas que impacten
desfavorablemente en el dpice radicular provocando periodontitis apical severa, la cual
puede ir acompafiada de gingivitis que puede ser resultante de la misma lesién apical, uno
de éstos estudios fue realizado con ratas GK (con la presencia espontanea de diabetes no
insulino dependiente) y con ratas Winstar sanas como control. La metodologia consté en
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dar a un grupo de ratas diabéticas y sanas una solucién con sacarosa y a otro grupo
Unicamente agua, provocando también en cada una de ellas lesiones periapicales al
realizar la exposicidon pulpar al medio bucal. En esta investigacién se observd que las
lesiones eran mayores en aquellas ratas a las que se les dio la solucién azucarada, sin
embargo eran aln mds severas en las ratas diabéticas que en las ratas control.
Valoraciones histopométricas hicieron posible comprobar que las lesiones periapicales son
significativamente mas extensas y mas graves en ratas diabéticas que han sido expuestas
a una dieta ricas en carbohidratos [94].

La diabetes tipo 2 favorece al desarrollo acelerado de lesiones cariosas que cuando no son
tratadas pueden inducir alteraciones pulpares y periapicales, esto pudo comprobarse al
inducir lesiones cariosas capaces de provocar consecuentemente dafio periapical en
ratones diabéticos db/db y no diabéticos db+/+. La incidencia y severidad de las lesiones
cariosas fueron significativamente mayores en los ratones diabéticos db/db que en los no
diabéticos db+/+. Cuando éstas lesiones llegaban a dafiar los tejidos pulpares vy
periapicales en los ratones diabéticos se observan distintas caracteristicas dependiendo el
grado de lesién observado en el peridpice; cuando la lesién era categorizada como leve,
existia infiltrado de un numero pequeino de neutréfilos en la zona perivascular cerca del
apice radicular asi como también coincidian éstos resultados en presencia de pulpitis y
necrosis pulpar central. En lesiones graves, se observé la formacion de abscesos cerca del
apice de la raiz con una cantidad considerable de infiltrado de neutroéfilos. La periodontitis
apical severa se acompanaba frecuentemente de restos pulpares necréticos y resulto en la
presencia de edema en los tejidos periapicales y afecciones en el hueso alveolar
adyacente donde normalmente la resorcidén ésea era evidente. La incidencia y severidad
de las lesiones fueron significativamente mayores en los ratones diabéticos que en los
ratones no diabéticos, éstos ultimos en raras ocasiones presentaban periodontitis apical
[95].

Varios factores son los que estan involucrados para que las lesiones en animales
diabéticos sean mas graves que en animales sanos. Una de las razones puede estar
relacionada con el deterioro de la funcién leucocitaria, en algunos estudios se ha
determinado que la susceptibilidad a infecciones provocada por la diabetes se debe a una
mala respuesta por parte de las células del sistema inmune, demostrando que la
contabilizacién de leucocitos puede ser significativamente menor en ratas diabéticas que
en aquellas que son sanas, por lo que se piensa que los animales diabéticos pudieron
haber tenido un nimero insuficiente de leucocitos para poder defenderse de la continua
agresidon ocasionada por las bacterias presentes en el sistema de conductos radiculares, lo
gue resulta en la presencia de lesiones periapicales mas graves [94].
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Cuando las células B del pancreas han sido dafiadas, la secrecién de insulina se ve alterada
principalmente después de suministrar una carga importante de glucosa generando un
estado hiperglucémico capaz de exacerbar los efectos presentes en la diabetes, esto
sugiere que en modelos animales donde se suministra constantemente una solucién de
sacarosa puede generar una secrecion deficiente de insulina agravando la condicién
diabética, y si han sido inducidas lesiones periapicales, éstas pueden ser mucho mas
severas [94].

Otra explicacién que se puede dar a que algunos animales diabéticos en modelos
experimentales desarrollen lesiones periapicales mas severas es, que en el caso de los
seres humanos, existe una alteracion en la regulacion metabdlica del calcio sérico y lo
mismo parece ocurrir en los modelos de ratas o ratones experimentales con diabetes no
insulino dependiente, en la cual una deficiencia de la secrecién de insulina puede
relacionarse con un balance negativo del calcio en el cuerpo lo que conduce a una
remodelacién désea reducida, éste desequilibrio y reducido recambio éseo, puede ser
también en parte una razén por la cual las lesiones periapicales son mas extensas en
animales con diabetes [96,97].

En la actualidad se cuenta con un nimero limitado de investigaciones que estudian la
relacién existente entre la diabetes y una mayor prevalencia de la patologia periapical con
lesiones mas graves, que reflejen resultados menos favorables del tratamiento
endoddntico; sin embargo los datos reportados hasta la fecha permiten saber que la
diabetes y un pobre control de la glucemia pueden ser factores importantes de riesgo
para desarrollar lesiones periapicales mds severas y con un proceso reparativo mas
complejo y prolongado.
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2. JUSTIFICACION

Actualmente existe un incremento mundial en el nimero de personas que padecen
enfermedades créonico-degenerativas como lo es la diabetes. La diabetes puede ocasionar
multiples alteraciones en los pacientes que la padecen, como por ejemplo: disfunciones
inmunoldgicas que se traducen en una disminucidn en la estimulacion para la produccién
de citocinas, en la adherencia leucocitaria, quimiotaxis y fagocitosis, o por el aumento de
la adherencia de microorganismos a células diabéticas, lo que convierte al paciente
diabético en una persona altamente susceptible a infecciones.

En Odontologia se ha relacionado a la diabetes con una mayor incidencia de lesiones
cariosas, periodontitis generalizada y alteraciones en los tejidos periapicales en individuos
gue la padecen, incluso se ha sugerido que cuando no existe un adecuado control de la
diabetes puede provocar una mayor prevalencia de lesiones en los tejidos periapicales
que comprometan el resultado eficaz del tratamiento endoddntico. Es por esto que se
vuelve cada vez mas necesario estudiar los efectos de éste padecimiento, por medio de
modelos experimentales.

En este trabajo de tesis se estudio la influencia de un estado hiperglucémico inducido con
una dosis Unica de STZ en ratones BALB/c, que refleja signos clinicos similares a los que se
presentan en la DMT-2, en la produccidn de algunas citocinas pro-inflamatorias como la
IL-13 e IFN—yy su efecto en los mecanismos inflamatorios presentes en lesiones
periapicales.

3. HIPOTESIS

Dada la repercusidn inflamatoria que provoca la induccién de un estado hiperglucémico
por medio de la administracion de una dosis de STZ, la cual suele manifestarse con la
presencia de respuestas inmunoldgicas que aumentan la sintesis de algunas citocinas
como por ejemplo la IL-1 en las primeras semanas de induccidn:

El dafio inflamatorio asociado a la produccién incrementada de IL-13 e IFN—y en lesiones
periapicales agudas serd mayor en ratones con diabetes que en ratones sanos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar la producciéon de IL-1 e IFN-y en ratones BALB/c con lesiones periapicales
agudas sometidos a un método experimental de hiperglucemia inducida con dosis Unica
de STZ.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

- Desarrollar un modelo experimental de hiperglucemia en ratones BALB/c con una
sola dosis de STZ previamente establecida.

- Comprobar la presencia de hiperglucemia en el grupo de ratones a los que fue
administrada y STZ, asi como también registrar las manifestaciones clinicas de
DMT-2 en ellos (consumo de alimento, agua y produccidn de orina).

- Determinar un procedimiento que conduzca a la induccién de lesiones periapicales
en incisivos centrales inferiores de ratones BALB/c.

- Determinar la produccion de IL-13 e IFN-y en el sitio de lesion periapical aguda por
medio de la técnica de PCR.

- Determinar la presencia de IL-1f3, IFN-y e IL-4 en suero a los 0, 2 y 7 dias después
de haber llevado a cabo el procedimiento para inducir la lesidon periapical a través
de la técnica de ELISA-sandwich.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ratones BALB/c
de 6-8 semanas

Inyeccion ‘ lnyecqon
intraperitoneal con |ntraper|toneal’
STZ (130 mg/kg ) solamente con vehiculo
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\ 4

72 SEMANA:
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-ldentificacion de
citocinas en suero
0, 2y 7 dias después
de inducir la lesion
(Técnica de ELISA)

- Evaluacion de
produccion de orina,
consumao de alimento
y agua en 24 hrs

- Prueba de tolerancia
alaglucosa

82 SEMANA:

Obtencion de
muestras para
identificacion de
citocinas con PCR

Figura 5: Plan de Trabajo




6. MATERIAL Y METODO
Ratones:

Se utilizaron 24 ratones machos de 6 a 8 semanas de edad con fondo genético BALB/c, con
los cuales se formaron dos grupos: uno con 16 ratones y el otro con 8, seleccionados de
forma aleatoria. El grupo 1 representd al grupo testigo, es decir aquel en el que a los
ratones les fue administrada una dosis de STZ; mientras que el grupo 2 representé el
grupo control (ratones sanos). Para la fase experimental fueron inducidas lesiones
periapicales las cuales se analizaron exclusivamente en su fase aguda en ambos grupos.

6.1 Induccion de diabetes

La diabetes fue inducida en los ratones del grupo 1, los cuales eran ratones BALB/c
machos de 7 semanas de edad con un ayuno de 8 horas previas a la induccién. Fue
administrada por via intraperitoneal una dosis de 130 mg/kg de estreptozotocina (Sigma,
St Louis, MO, USA) disuelta en buffer de citratos 0.05 M con pH de 4.5 recién preparado.
Para los ratones del grupo 2 o grupo control se les administré el equivalente en volumen
de buffer de citratos (0.05 M a un pH de 4.5).

Se pesaron a los ratones de ambos grupos y en ellos se midié la concentracién de
glucemia (a partir de una muestra de sangre de la vena caudal de la cola) en los dias 0, 7,
14, 28, 35, 42, 49 y 56 con 8 horas de ayuno previas a la medicion. La medicién de
glucemia se realizé empleando las tiras reactivas y sensor Optium Xceed.

Los cuidados de los ratones de ambos grupos se realizaron de acuerdo a los parametros
establecidos por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala, realizando un
monitoreo visual diario. Los ratones de ambos grupos sobrevivieron las 8 semanas de la
fase experimental.

En el dia 49 de la fase experimental se colocaron a los ratones del grupo 1 y 2 en cajas
metabdlicas pesando el alimento que fue colocado en cada caja (100 g) asi como también
la cantidad de agua (100 ml) y después de 24 horas se volvid a pesar para realizar la
diferencia entre el alimento y agua colocados al inicio y los consumidos. Se midid el
volumen de orina producida después de 24 horas. De la orina obtenida de la muestra en la
caja metabdlica se utilizd la prueba Combur 10 Test M que consiste en una tira reactiva
para determinar la densidad, pH, leucocitos, nitrito, proteinas, glucosa, cetonas,
urobilindgeno, bilirrubina, sangre y hemoglobina en orina.
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A la 72 semana (dia 49) después de la administracion de STZ se realizd la prueba de
tolerancia a la glucosa con ayuno de 8 horas y administrando una carga de glucosa via oral
a cada uno de los ratones (1.5 g/kg) y se monitorearon los niveles de glucemia a los 30, 60,
90 y 120 minutos después, empleando las tiras reactivos y el sensor Accu-Chek.

6.2 Induccion de lesiones periapicales

Este procedimiento fue realizado a las 7 semanas después de haber administrado STZ al
grupo testigo y vehiculo al grupo control, para inducir las lesiones se administré anestesia
con 80 mg/kg de ketamina y 9 mg/kg de xilazina, la exposicién del tejido pulpar de los
primeros molares superiores del lado derecho en los ratones BALB/c con diabetes
inducida por medio de STZ y en los ratones BALB/c control se realizé bajo magnificacién
con fresas estériles de bola % . Las cavidades se mantuvieron abiertas y expuestas al
medio bucal de los ratones. Ambos grupos de ratones fueron sacrificados una semana
después de la exposicidn pulpar.

6.3 Determinacion de citocinas en suero Il-1-8, IFN-y, IL-4, con técnica de ELISA
6.3.1 Obtencion de suero para la prueba:

El suero fue obtenido en los dias 0, 2 y 7 después de haber realizado la exposicion pulpar
tanto en los ratones a los que se les administré STZ como aquellos a los que no, después
de 8 horas de ayuno se metid a cada uno de los ratones a una caja de madera con un foco
de 60 watts que favorecia a emitir calor que provocara la dilatacion de la vena caudal y asi
facilitar el sangrado. Con un bisturi se corté la vena mas sobresaliente y fueron
recolectados aproximadamente 500 pl de sangre en tubos Eppendorf, se quité el coagulo
y se centrifugd el sobrenadante 2 veces a 2,500 rpm durante 10 minutos. Los sueros
fueron congelados a -20° C hasta su procesamiento.

6.3.2 Técnica de ELISA:

Se realizd una técnica de ELISA tipo Sandwich y de acuerdo a las instrucciones de los
fabricantes (Preprotech México). Las placas de 96 pozos (High binding, Costar) fueron
sensibilizadas con 100 pl por pozo del anticuerpo de captura (purified antimouse IL-1f3,
IFN-y e IL-4) diluido en PBS a una concentracién de 1 pg/ml. Se cubrié la placa y se dejé
incubar toda la noche a 4° C.
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Pasada la incubacion la placa se lavo tres veces usando un buffer de lavado PBS-Tween
0.05% (PBS-T). Posteriormente la placa fue secada, se bloqued la placa con 300 pl de
buffer de bloqueo PBS-BSA 1% (200 pl por pozo) y se dejé incubar al menos por una hora a
temperatura ambiente. Después se lavo la placa cuatro veces con PBS-T y se procedio a
hacer la curva de citocina recombinante murina por duplicado en los primeros pozos de la
placa. La curva se realizd a una concentracion de 12500 ng/ml y se realizaron diluciones a
la mitad, hasta el pozo 11 y en el ultimo pozo sélo se agregd PBS-BSA 1%. A los pozos
restantes se agregaron por duplicado 25 ul de las muestras de los sueros. Se incubaron
toda la noche a 4° C.

Posteriormente se lavdé la placa cuatro veces con PBS-T y se agregd el anticuerpo
biotilinado diluido en PBS-BSA a una concentracién de 0.05 pg/ml, y se agregaron 100 pl
por pozo, se dejo incubando a temperatura ambiente por una hora. Trascurrida la
incubacidn, la placa se lavé cuatro veces con PBS-T, y se agregaron a cada pozo 100 pl de
estreptoavidina diluida 1:200 en PBS-BSA 1% y se incubd a temperatura ambiente durante
45 minutos. Se lavé la placa cinco veces con PBS-T y se afiadid a cada placa 10 ml de ABTS
y 100 pl de H,0, al 3% y se dejé incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y se
procedid a leer la placa en un lector de ELISA (Thermo LabSystems) a 405 nm. Los datos
arrojados por el lector de ELISA fueron procesados por el software Multiskan Ascent y
evaluados en el software de GrahPad Prism 5.0.

6.4 Identificacion de IL-1p e IFN-y por medio de la Técnica de PCR
6.4.1 Extraccion del RNA

Se agregd 1 ml de trizol por cada 50-200 mg o por 1x10° a 5x10° minimo células de tejido.
Esto puede ser almacenado a -70° C durante un mes. Esta mezcla debe estar en un tubo
eppendorft y se debe poner en hielo.

Posteriormente se agregaron 200 ul de cloroformo grado molecular (J.T. Baker 9180-02)
por cada ml de trizol agregado y se agita vigorosamente (4 pul si se agregaron 200 ul de
trizol), se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos para después centrifugarlo a 14
000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

Después de centrifugar se pueden identificar tres fases (Una superior transparente, una
ligera nata blanca y en la parte inferior queda el resto del trizol), se tomd Unicamente la
parte transparente evitando tocar alguna de las otras dos fases. Se toma el sobrenadante
y se le agregaron 500 pul de isopropanol frio por ml de trizol utilizado (50 pl si fueron
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utilizados 200 ul de trizol), se dejé incubando a temperatura ambiente durante 10
minutos y centrifugar a 14 000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se tird el sobrenadante y se lavé con 500 ul de etanol 70% minimo dos veces vy se
centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos a 4° C.

Se dejo secar el botdn a temperatura ambiente y se resuspendié con 20 ul de H,0 CEPCy
se agregaron inhibidores de RNAsas, posteriormente se hace una dilucién de 1:200 (5 ul
de muestra + 1000 pl de H,0 CEPC) para cuantificar el RNA en un espectrofotdmetro a 260
nm (Jenway, Genova).

6.4.2 Obtencién del CDNA

Se agregé lo equivalente en pls de 1000 ng de RNA de cada muestra en solucién a una
mezcla que incluyd 1 pl de DNTP’s y 1 ul de Oligo (dT), lo resultante debia ser aforado a 10
ul con H,0 (agua inyectable)

Cada muestra se colocd en el termociclador (BIOER XP CYCLER) a 65° C durante 5 minutos
para después colocarlo en hielo por un minuto.

Se prepard una mezcla para colocar en cada muestra lo siguiente:

2 ul de Buffer RT
4 ul de Cl,Mg

2 ulde DTT

1 pl de RNA out

Se colocé esta mezcla a cada muestra en el termociclador 42° C por 2 minutos

Al salir del termociclador se colocd 0.5 pl de SSII RT (Super Script) y se volvié a llevar al
termociclador a 42°C por 50 minutos y posteriormente a 70°C durante 15 minutos

Se colocé 0.5 pl de RNAH (RNAS aH) y se llevd al termociclador a 36°C por quince minutos,
lo obtenido puede mantenerse a -20°C

6.4.3 RT-PCR:

Cuantificaciéon de CDNA: Esta parte se realizé empleando una dilucién 1:200 de muestra
de CDNA en agua grado biologia molecular, se calibré con agua e espectrofotdmetro y se
leyeron las muestras a 260 nm. Posterior a la cuantificacidén se decidié tomar 6 ul para la
prueba de PCR.
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Amplificacion del gen: Se utilizaron primers especificos para el reconocimiento del gen de
la IL-1B y del IFN-y (referidos en Apéndice 2). En este proceso se utilizaron tubos nuevos
libres de DNAsas-RNAsas con capacidad de 0.2 ml, en los cuales con un volumen final por
reaccion de 25 pl se colocaron los siguientes reactivos:

REACTIVO VOLUMEN
Buffer (1x con una concentracion 2.5 ul
de MgCl, 1.5mM)
dNTP’s (10 Mm) 0.4l
Primer F (15 pM) 1l
Primer R (15 pM) 1ul
Tad 0.3 ul
DNA-polimerasa (1.5 U)
Agua (H,0 mq) 13.8 ul
Muestra de CDNA 6 ul

Una vez que se tuvieron los tubos rotulados y con los respectivos reactivos se sometieron
al siguiente programa con 40 repeticiones en el termociclador, con una temperatura de
alineacion de 59°C para IL-1B y de 54°C para IFN-y:

- 95°C por 5 minutos

- 94°C por 40 segundos

- (Temperatura de alineacién) por 40 segundos 40 ciclos
- 72°C por 40 segundos

- 72°C por 4 minutos

6.4.5 Electroforesis:

Se utilizé un gel de agarosa (ICN BIOCHEMICALS) 1% en buffer TBE 1x (Apéndice 1) sobre
una cdmara molde y un peine de 13 pozos, que se mantuvo a 4° C por 15 minutos para
que solidificara.

A cada uno de los tubos se les agregd 5 pl de buffer de carga blue Juice con Sybr-Green (IN
VITROGEN) una vez mezclados se tomaron 5 pl de la muestra y se colocaron en el gel a
partir del segundo pozo, dejando el primero para colocar 3 pl de marcador de peso
molecular 100 pb (IN VITROGEN). Las muestras fueron colocadas en la camara hacia el
extremo positivo y se corrid a 90 volts, durante 40 minutos. Se capturé la imagen con el
equipo fujifilm Fla 5000.
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6.5 Estudio histoldgico

Para el estudio histoldgico, se prepararon las muestras aislando y fijando las mandibulas
en paraformaldehido fresco (4%) durante 8 horas y luego se lavaron tres veces. Los
bloques de hueso que contienen las lesiones o los dientes tratados para la investigacidon
fueron descalcificados con EDTA al 7% e incluidos en parafina; los cortes se realizaron a 5
micras con un microtomo. Para estudiar y cuantificar de diez campos a 40x las células
presentes en las zonas periapicales; las muestras fueron montadas y tefiidas con
hematoxilina y eosina (H-E).

La técnica (H-E) consiste en colocar las muestras en Hematoxilina durante 1 minuto,
posteriormente lavar con agua de la llave, se diferencia en alcohol-acido y se vuelve a
lavar; se procede a virar en agua amoniacal y se lava con agua destilada, finalmente se
tifie con Eosina durante 45 segundos y se coloca alcohol 96° durante un minuto se
deshidrata y se monta en resina sintética (Apéndice 3).
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7. RESULTADOS
7.1 Glucosa en sangre

La glucemia fue monitoreada semanalmente durante 8 semanas, que fue el tiempo de
duracién del experimento. A continuacidon se muestran los resultados promedio de dos
experimentos. En la Fig. 6 se puede apreciar que no todos los ratones inducidos con STZ se
hicieron diabéticos. La incidencia de diabetes fue del 50%. El grupo tratado con STZ que no
desarrollo diabetes [STZ(ND)] nunca excedid los 150 mg/dl de glucosa en sangre durante
todo el experimento incluso mantuvo valores similares al grupo de ratones control. Los
ratones que se hicieron diabéticos [STZ(D)] tuvieron un incremento en su glucemia de 200
mg/dl promedio desde la primera semana post-induccion, y alcanzaron los niveles mas
altos de glucemia en las semanas cinco y siete.

glucemia
500-

-©- VEHICULO
~ 4004 -8 STZ(ND)
o -e- STZ(D)
£ 300-

.\‘_U/ *
g 200
©
D 100
0 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
semanas post-induccién

Figura 6: Niveles de glucosa en sangre. Promedios de glucemia observada semanalmente durante
8 semanas de experimentacion de ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados
con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si
desarrollaron diabetes [STZ(D)]. *P<0.05 (0.0002), estadisticamente significativo, prueba “t” de
student, Graph Pad Prism.

7.2 El peso y la presencia de un cuadro de hiperglucemia

En relacién a los grupos experimentales a los cuales se les administré STZ, se observé que
en aquellos donde no se presentaron niveles de glucemia elevados [STZ(ND)], el peso
tuvo variaciones y no presentd un incremento constante.
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En cuanto al grupo de ratones hiperglucémicos [STZ(D)] tuvieron bajo peso desde el inicio
del experimento, aunque durante el trascurso del experimento mostraron un peso
promedio en ascenso de forma continua.

En la figura 7 también se refleja una baja en el peso de todos los grupos entre las semanas
siete y ocho lo que hace suponer que esto puede asociarse al hecho de que en este
momento fue realizado el procedimiento odontoldgico para inducir la lesidén periapical, lo
que podria impactar en una disminucidn en su alimentacién y con ello en el peso.
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Figura 7: Peso corporal. Promedios del peso corporal determinado semanalmente durante 8
semanas de experimentacién de ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados con
STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si desarrollaron
diabetes [STZ(D)]. *P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.3 Tolerancia a la glucosa

Para realizar la prueba de tolerancia se monitoreé la glucemia a las 0, 30, 60, 90 y 120
minutos después de la administracion de una solucién de 1.5 g/kg de glucosa por via oral.

En el grupo de ratones sanos la glucemia alcanzé un nivel promedio de 200 mg/dl a los 30
minutos de haber administrado glucosa y con el transcurso del tiempo disminuyd de
forma gradual hasta que después de haber transcurrido 120 minutos se volvieron a
registrar los mismos valores de glucemia inicial.

En el grupo experimental STZ(ND) durante el experimento presentaron niveles de
glucemia ligeramente mayores en comparacién al grupo de ratones control después de 30
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minutos post-administracion de glucosa. Sin embargo, al final de la prueba de tolerancia
también tuvieron la capacidad de alcanzar los niveles de glucemia basales.

Con respecto al grupo de ratones STZ(D) se puedo observar que desde el inicio, antes de
administrar la glucosa via oral, tenian registros de glucemias altos y una vez administrada
la glucosa alcanzaron un punto maximo de hiperglucemia a los 30 minutos de haber
iniciado la prueba con niveles promedio de 500 mg/dl. Posterior se observd una
disminucion paulatina de la glucemia, sin embargo después de 120 minutos la glucosa se
mantuvo en niveles elevados y no consiguieron regresar a la glucemia de inicio.

Tolerancia alaglucosa
600 ]
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~ -~ STZ (ND)
E - STZ (D)
E
=
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0 T T T T 1
0 30 60 90 120
minutos

Figura 8: Tolerancia a la glucosa. Glucemias promedio a la semana 7 post-induccién con STZ de
ratones tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)], ratones tratados con STZ
que si desarrollaron diabetes [STZ(D)] y ratones tratados Unicamente con vehiculo (control).
*P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.4 Evaluacion metabdlica

En la 72 semana post-induccién con STZ se colocaron los 3 grupos de ratones estudiados
durante el experimento (Control, STZ(ND) y STZ(D)) en cajas metabdlicas (5 ratones por
grupo). Transcurridas 24 horas, los ratones fueron retirados y se recuperé el alimento, el
agua sobrantes, asi como la orina que fue producida para analisis.

Los datos a confirmar fueron: poliuria, polifagia y polidipsia, asi como afeccion de la
funcién renal tras el andlisis de los componentes presentes en la orina.
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Figura 9: Cajas metabdlicas disefiadas para monitorear el consumo de alimento, agua y produccion
de orina, en un periodo de 24 hrs. Estas cajas cuentan con un contenedor para alimento y facilitan
la adaptacion de un bebedero. En la base de la jaula se encuentra una red recolectora de heces y
una charola tipo embudo cuya funcidn es llevar la orina hacia un recipiente colector.
Determinacion realizada en la semana 7 post- induccidon con STZ. Ratones tratados Unicamente
con vehiculo (control), tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones
tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)].

7.4.1 Polidipsia:

Dado a las condiciones de hiperglucemia en los ratones de los grupos experimentales,
fueron evaluados los signos de la patologia diabética, poliuria, polidipsia y polifagia. La
polidipsia (sed aumentada) es una caracteristica del estado hiperglucémico que se
presenta como consecuencia a una deshidratacion celular que estimula a receptores
hipotalamicos tras una pérdida considerable de agua a través del rifidn (poliuria).

En la figura 10 se muestran los resultados del consumo de agua promedio por ratén en
cada uno de los grupos durante 24 horas a las 7 semanas después de haber sido
administrada dosis Unica de STZ. Se observé que los ratones del grupo experimental
STZ(D) tuvieron un aumento considerable en el consumo de agua comparados con que
aquellos ratones del grupo que recibié Unicamente vehiculo (control) y los del grupo
experimental STZ(ND).
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Figura 10: Consumo de agua. Barras representativas del promedio de la cantidad de agua ingerida
en 24 horas en la semana 7 post-induccién con STZ de los ratones tratados Unicamente con
vehiculo (control), tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones
tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)]. *P<0.05, estadisticamente significativo,
prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.4.2 Polifagia:

En el modelo experimental de hiperglucemia por la administracion de dosis Unica de STZ
se consigue que la glucosa no ingrese adecuadamente a la célula, por lo que suelen
estimularse receptores propios de los nucleos laterales del hipotalamo que regulan el
hambre y la saciedad, induciendo al consumo de alimento elevado.

Con respecto al consumo de alimento durante 24 horas, se observé que los ratones de los
grupos experimentales [STZ(ND) y STZ(D)] tuvieron una mayor ingesta de alimento que los
del grupo control (vehiculo), sin embargo, los ratones del grupo con STZ(D) consumieron
aun mas que aquellos ratones con STZ(ND) (Figura 11).
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Figura 11: Consumo de alimento. Barras representativas de la cantidad de alimento promedio
ingerido en 24 horas en la semana 7 post-induccién con STZ de los ratones BALB/c control y de los
grupos experimentales hiperglucémicos y no hiperglucémicos. P<0.05, estadisticamente
significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.4.3 Poliuria:

Cuando existe un incremento en la glucosa sérica las células funcionales del rifién suelen
presentar alteraciones en su mecanismo de filtracién y reabsorcién de glucosa
provocando que ésta sea eliminada por la orina y con ella un mayor cantidad de agua. En
la grafica 12 se muestra el promedio de orina producida en 24 horas por ratdén, siendo
evidente su incremento en los ratones del grupo STZ(D) en comparacion con los ratones
que recibieron Unicamente vehiculo (control) y el grupo experimental STZ(ND).
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Figura 12: Volumen de orina. Barras representativas de la produccion de orina promedio
producida por ratdon en 24 horas a la 72 semana post-induccion con STZ en los grupos
experimentales y control. Ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados con STZ
pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si desarrollaron
diabetes [STZ(D)]. *P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.4.4 Andlisis de orina. (Tiras reactivas de la prueba Combur 10 Test M)




Figura 13: Tiras reactivas obtenidas para el analisis de orina. (A) Tira del grupo control con vehiculo. (B) Tira
del grupo experimental con ratones no hiperglucémicos. (C) Tira del grupo experimental con ratones
hiperglucémicos.

Después de haber obtenido la orina producida en 24 horas, se realizé el andlisis de la misma y se
observé que los grupos experimentales a los que les fue administrada STZ presentaron glucosuria
y evidencia de lesidn renal al existir la presencia de sangre en el grupo STZ (ND) y de nitritos en el
grupo de STZ (D). Los ratones del grupo control no mostraron ningin dato en el analisis de la orina
gue manifestara afeccién renal (Tabla 2).

Parametros Grupo de ratones Grupo de ratones con Grupo de ratones con

con vehiculo STZ (No hiperglucémicos) STZ (hiperglucémicos)
Leucocitos Negativo Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo Positivo
Urobilinégeno Normal Normal Normal
Proteinas Negativo Negativo Negativo

pH 6 6 6
Sangre Negativo Positivo Negativo
Densidad 1.020 1.020 1.030

Cetona Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo
Glucosa Negativo Positivo Positivo

Tabla 2: Analisis de orina. Realizado a los diferentes grupos de experimentacién realizado a la 72
semana post-induccidn con STZ.
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7.5 Determinacion de citocinas (IL-13, IFN-y e IL-4) en suero, por medio de la técnica de
ELISA-sandwich

7.5.1 IL-1B: La identificaciéon de esta citocina pro-inflamatoria en suero se realizé a la 72
semana post-induccién con STZ, previo al procedimiento de exposicién pulparyalos2y 7
dias posteriores a la lesion.

Los resultados de esta prueba reflejan que los niveles de IL-13 en el suero de los ratones
del grupo experimental con dosis Unica de STZ(D), fueron siempre mas elevados que los
del grupo de ratones STZ(ND) y que los ratones del grupo control. Sin embargo fue notorio
el incremento paulatino de esta citocina después de haber realizado el procedimiento de
exposicion pulpar en todos los grupos de ratones. Los niveles de IL-13 en el suero de los
ratones control fueron similares a los del grupo de ratones con estreptozotocina no
hiperglucémicos a lo largo de esta prueba (Fig 14).
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Figura 14: Niveles de IL-1} en suero. Determinacién a los 0, 2 y 7 dias después de la exposicién
pulpar en ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados con STZ pero que no
desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)].
*P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.
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7.5.2 IFN-y: La prueba para esta citocina pro-inflamatoria, también se realizé en el mismo
tiempo que para IL-1B (0, 2 y 7 dias posteriores a la exposicion pulpar).

Los niveles de IFN-y se observaron similares en todos los grupos experimentales al inicio
de la prueba, sin embargo es posible identificar un ligero incremento de esta citocina a los
2y 7 dias después del procedimiento odontoldgico sin diferencia estadistica entre grupos.
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Figura 15: Niveles de IFN-y en suero. Determinacién a los 0, 2 y 7 dias después de la exposicidn
pulpar en ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados con STZ pero que no
desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)],
sin diferencia estadistica significativa, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.5.3 IL-4: Esta citocina es considerada como un mediadorque participa en los
mecanismos de regulacién negativa de los procesos inflamatorios. Esta prueba se realizé
en la misma fecha en la que se identificaron las citocinas pro-inflamatorias arriba
mostradas.

Los resultados de la figura 16 reflejan un nivel elevado de IL-4 en el grupo de ratones del
grupo STZ(D) desde el inicio de la prueba, a los 2 dias después de haber realizado la
exposicién pulpar se observa un incremento importante y a los 7 dias los niveles
descienden.

En el grupo experimental de ratones STZ(ND) asi como en el grupo de ratones que
recibieron Unicamente vehiculo se observaron niveles bajos de esta citocina al principio
de la prueba, sin embargo se presentd un incremento paulatino no significativo en ambos
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grupos con el transcurso del experimento (a los 2 y 7 dias después de la exposicion pulpar)
(Fig.16).
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Figura 16: Niveles de IL-4 en suero. Determinacion a los 0, 2 y 7 dias después de la exposicion
pulpar en ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), tratados con STZ pero que no
desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)].
*P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de student, Graph Pad Prism.

7.6 Determinacidon de citocinas pro-inflamatorias (IL-1f e IFN-y) in situ de lesion
periapical por medio de la técnica de PCR.

La determinacion de los niveles de IL-13 y de IFN-y se realiz6 en la 82 semana post-
induccion con estreptozotocina y 7 dias después de haber realizado el procedimiento de
exposicidn pulpar por medio de la técnica de PCR.

7.6.1 IL-1B: Debido a que esta citocina se ha asociado con la fisiopatologia de la
enfermedad periapical aguda, fue importante identificar su produccién en la zona
relacionada con los dientes a los que se les realizé exposicién de su tejido pulpar y la
relacion que tiene en un estado de hiperglucemia inducido por una dosis Unica con STZ.

En la figura 17A se identifica su expresidn relativa del gen constitutivo Gliceraldehido 3-
Fosfato dehidrogenasa (GAPDH) y del transcrito para IL-13 en un gel de agarosa utilizado
de la electroforesis de los productos amplificados de ambos genes.

En la figura 17B se puede apreciar la produccién del transcrito para IL-1B. En los dos
grupos experimentales de ratones STZ(D) y STZ(ND) el trascrito para IL-1p fue elevado con
respecto al grupo de ratones que recibieron Unicamente vehiculo.
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Figura 17: Determinacidn por RT-PCR del transcrito para IL-1fB. IL-1B in situ de la zona de lesién
post-exposicion pulpar. (A) Imagen de electroforesis para la amplificacién por RT-PCR del gen de
IL-1B3. (B) Gréafica de la produccion de IL-1 por PCR. En ratones tratados Unicamente con vehiculo
(control), tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con
STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)]. *P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de
student, Graph Pad Prism.

7.6.2 IFN-y: Dado a la caracteristica de esta citocina como elemento pro-inflamatorio
relacionado con el mecanismo de inicio del proceso de inflamacion, también fue
importante analizar su produccion en los tejidos relacionados con los dientes a los que se
les realizd exposicidon del tejido pulpar y la relacion que tiene en un estado de
hiperglucemia inducido por una dosis Unica con STZ.

En la figura 18A se identifica su expresion relativa del gen constitutivo (GAPDH) y del
transcrito para IFN-y en un gel de agarosa utilizado de la electroforesis de los productos
amplificados de ambos genes.

51

——
| —



En la figura 18B se puede apreciar la produccidn del transcrito para IFN-y. En la grafica que
se encuentra a continuacion de la figura, se observa que el haber administrado
estreptozotocina en los grupos experimentales de ratones influye en una mayor
produccién de esta citocina. En los dos grupos experimentales de ratones STZ(D) vy
STZ(ND) el trascrito para IFN-y fue elevado con respecto al grupo de ratones que
recibieron Unicamente vehiculo. Sin embargo el grupo STZ(D) presenté una produccion
mayor de IFN -y con respecto a los ratones del grupo STZ(ND) y éstos ultimos a su vez
niveles incrementados de IFN-y con respecto a los ratones del grupo que recibid
Unicamente vehiculo.
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Figura 18: Determinacién por RT-PCR del transcrito para IFN -y. IFN-y in situ de de la zona de
lesién post-exposicién pulpar. (A) Imagen de electroforesis para la amplificacion por RT-PCR del
gen de IFN-y. (B) Grafica de la produccidn de IFN-y. En ratones tratados Unicamente con vehiculo
(control), tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)] y ratones tratados con
STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)]. *P<0.05, estadisticamente significativo, prueba “t” de
student, Graph Pad Prism.
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7.7 Cortes histologicos:

Figura 19: Cortes histoldgicos de la lesidn pulpar. Tinciéon E&H (aumento 10x, Olimpus).A)Ratones
tratados Unicamente con vehiculo (control), B) ratones tratados con STZ que si desarrollaron
diabetes [STZ(D)] y C) ratones tratados con STZ pero que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)].
Tincién E&H (aumento 40x, Olimpus). D)Ratones tratados Unicamente con vehiculo (control), E)
ratones tratados con STZ que si desarrollaron diabetes [STZ(D)] y F) ratones tratados con STZ pero
que no desarrollaron diabetes [STZ(ND)].

Las lesiones periapicales inducidas en este trabajo tuvieron un tiempo de evolucién de 7
dias, se realizé6 un estudio histolégico para evaluar las condiciones del proceso
inflamatorio presente por el dafio en los tejidos relacionados con dichas lesiones en ese
periodo.

Se efectudé un conteo de células de diez campos a 40x por muestra para determinar el
infiltrado celular, el cual fue predominantemente de tipo agudo con abundantes células
polimorfonucleares, obteniendo un valor promedio en el grupo control (vehiculo) de
10.83; en el grupo STZ(ND) de 31.16 y en el grupo STZ (D) de 28.86, siendo evidente el
incremento de infiltrado celular en los ratones de los grupos experimentales a los que se
les administréd STZ. No hubo diferencia importante entre los ratones que mostraron
signos de patologia diabética [STZ(D)]y los que no manifestaron hiperglucemia [STZ(ND)].
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8. DISCUSION

La STZ ha sido utilizada comUnmente para inducir modelos animales de DMT-1 y modelos
animales DMT-2 con hipoinsulinemia, dependiendo de la dosis intraperitoneal o
intravenosa empleada [98].

Hasta ahora no ha sido aclarada con precisién la manera en que la inyeccién sistémica de
STZ causa dafio en las células B del pancreas, sin embargo se han sugerido distintos
procesos que pueden explicarlo. Se ha reportado la relevancia del mecanismo de
especificidad de la accién de la STZ en la célula B al inhibir la O-GIcNAc-selectiva N-acetil-
-D-glucosaminidasa (O-GIcNAcasa) que se encuentra en altas concentraciones en estas
células, en comparacion con las células de otros tejidos; es decir que la STZ presenta un
efecto citotdxico relativamente especifico para las células B del pancreas [99].

También ha sido reportado un efecto citotéxico preferencial de la STZ en lineas celulares
que expresan GLUT2, dentro de las cuales se consideran a algunas de las células 3 del
pancreas. GLUT2 es una isoforma transportadora de glucosa, sin embargo puede tener
también un reconocimiento especifico para STZ, de tal manera que esta droga es
transportada por GLUT2 al pancreas provocando su efecto destructor en él, sin embargo
no todas las células pancredticas se ven afectadas, algunas se mantienen para seguir
produciendo cierta cantidad de insulina [100].

Se han realizado modelos animales para inducir un estado hiperglucémico con condiciones
similares a la DMT-2 o no insulinodependiente por medio de la administracién de dosis
Unica de estreptozotocina, en las que han sido utilizadas dosis de 100, 125 y 150 mg/kg;
debido a que dosis mayores (200 mg/kg) pueden inducir condiciones similares a la DMT-1
o insulinodependiente [101].

El modelo de hiperglucemia desarrollado en esta investigacion se realizé por medio de la
administracién de una uUnica dosis de 130 mg/Kg de STZ en ratones con fondo genético
BALB/c con edad de 7 semanas, que presentaron: hiperglucemia en ayunas, fallo en la
tolerancia a la glucosa, poliuria, polifagia, polidipsia y glucosuria. La incidencia del
desarrollo de DMT-2 observada en este trabajo fue del 50%.

La incidencia “baja” del desarrollo del modelo de DMT-2, comparada con reportes
cientificos de otros grupos, puedo deberse a que la edad de los ratones utilizados en este
trabajo no fue del todo controlada. Es decir, mientras el modelo demanda ratones de 7-8
semanas de edad en nuestro bioterio institucional se nos entregaron ratones que
fluctuaban entre 7-9 semanas de edad. En consecuencia no se pudo controlar con
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precision la edad en la que fueron tratados los ratones que no presentaron hiperglucemia
a lo largo de toda la fase experimental.

Debido a que el 50% de los ratones tratados con STZ no desarrollaron hiperglucemias
[STZ(ND)], se decidid establecer un nuevo grupo de ratones, que aunque fueron
sometidos al mismo tratamiento de dosis Unica con 130 mg/kg de STZ no desarrollaron
incremento progresivo de la glucemia a lo largo de las 8 semanas de la fase experimental.
Por el contrario, respondieron de forma similar a la que lo hicieron los ratones a los que
Unicamente se les administro el vehiculo (control).

Algunos estudios han demostrado que el ayuno también tiene relevancia en el resultado
del efecto conseguido con la STZ y se sugiere que previo a su administracidon exista un
ayuno minimo de 5 horas, sin embargo este factor ha sido descartado, debido a que el
ayuno fue controlado en todos los ratones del grupo experimental, considerando 8 horas
sin alimento previo a la administracidon de STZ [102].

Aunque aun no se cuentan con cifras oficiales de glucemia para determinar diabetes en
modelos animales hay coincidencias entre algunos autores en los niveles de glucemia para
establecer el diagndstico de DMT-2, se menciona que deben ser considerados valores de
glucemia por arriba de 11.1 mmol/L (equivalente a 200 mg/dl) empleando multiples dosis
de 35 mg/kg de STZ [103], otras investigaciones sugieren el registro de cifras de glucemia
de 266 *+ 58 mg/dl con una sola dosis de 100 mg/kg de STZ [101], éstos mismos resultados
de glucemia también han podido obtenerse por medio de modelos con dosis Unica de 130
mg/kg de STZ [102]. La administracion de una dosis mayor de STZ puede llevar a valores
que alcanzan hasta los 600 mg/dl de glucemia provocando un modelo similar a la DMT-1 o
insulinodependiente [101].

En este trabajo se diagnosticé diabetes en los ratones del grupo experimental [STZ(D)] en
los que fueron registrados valores de glucemia en condiciones de ayuno de 8 horas por
arriba de los 146 mg/dl y que nunca presentaron valores mayores a los 434 mg/dl, asi
como también fue posible obtener resultados a través de una curva de tolerancia a la
diabetes (CTG) con glucemias mayores a 200 mg/dl y que después de 2 horas de haber
administrado una carga de glucosa, no se obtuvieron los valores de glucemia iniciales con
ayuno. Estos criterios fueron los utilizados para establecer el diagnostico de DMT-2 en el
modelo

En la Diabetes tipo 1 (DMT-1) se ve afectada talla con una retencién significativa del
crecimiento con alteraciones en la regulacién hipotaldmica de la hormona del crecimiento
y disminucién significativa de peso que puede asociarse a la misma talla disminuida [104],
sin embargo en nuestro estudio no fue observada una pérdida de peso considerable en
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ninguno de los grupos experimentales, descartando asi un modelo similar a DMT-1, otro
dato relevante es que los ratones hiperglucémicos [STZ(D)] desde el inicio del experimento
siempre mantuvieron un peso menor en comparacién con los ratones no hiperglucémicos
[STZ(ND)] y del grupo control [VEHICULO].

En los tres grupos, experimentales y en el grupo control se observd una disminucién en el
peso entre las semanas 7 y 8 post-inducciéon con STZ, sin embargo esto puede estar
relacionado con el procedimiento odontolégico efectuado en la semana 7 que
seguramente repercutioé en la alimentacién de los ratones y con ello en su peso.

En la evaluacién con las cajas metabdlicas se observé que los ratones del grupo
experimental con hiperglucemia [STZ(D)] tuvieron un mayor consumo de agua, ingesta de
alimento y produccién de orina en comparacién al grupo experimental sin hiperglucemia
[STZ(ND] y el grupo control (VEHICULO).

En los grupos STZ(D) y STZ(ND) se identificd presencia de glucosa en orina lo cual suele ser
un signo importante para diagnosticar la patologia diabética, la glucosuria cominmente se
presenta cuando los niveles de glucemia es tan elevada que rebasa el umbral renal (180
mg/dl) para reabsorber la glucosa de la sangre que llega al rifidn, elimindndose parte de
ella por la orina [24].

Los ratones del grupo experimental STZ(ND) no presentaron glicemias elevadas, el hecho
de registrar presencia de glucosa en orina puede explicarse de dos maneras: posiblemente
fue falso positivo debido a que la muestra de orina estuviera contaminada con residuos de
alimento, si fuera el caso de la orina de los ratones control deberia haber tenido glucosa
también. La otra posibilidad es que aunque no tuvieron un incremento de la glucemia
también presentaron afeccidn renal, esto se podria deberse a que aunque la STZ tiene alta
especificidad para afectar las células B del pancreas, pero también presenta cierta
especificidad por higado y rifidn. Por lo que posiblemente hubo cierto grado de dafio a
nivel que pudo provocar una alteracién en la filtracién de glucosa y eritrocitos en los
ratones [98].

Por otra parte en este estudio se analizo la presencia de IL-1[3, IFN-y e IL-4 en suero por
medio de la técnica de ELISA-sandwich. Fueron registrados niveles altos de IL-13 en los
ratones hiperglucémicos [STZ(D)] en la 72 semana de experimentacion en comparacién
con el grupo experimental de ratones no hiperglucémicos [STZ(ND)] y grupo control
[VEHICULO], datos que se asemejan a lo obtenido por otros autores, en los que se
relaciona el incremento de IL-1 en ratones diabéticos como efecto de un proceso
inflamatorio inherente al tratamiento con STZ [105]. Sin embargo estos datos también
coinciden con otros estudios donde se ha confirmado una produccién aumentada de
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marcadores inflamatorios como: IL-13, TNF-a. e IL-6 en pacientes con DMT-2, incluso son
elementos relevantes para predecir el desarrollo de la patologia diabética [106].

En la semana 7 post-induccién con STZ fue realizada una lesion inflamatoria local al
provocar la exposicion pulpar en los molares de los ratones de los tres grupos [STZ(D);
STZ(ND) y vehiculo], esto explica porque los niveles de IL-1p estuvieron incrementados en
los 2 y 7 dias posteriores al procedimiento odontoldgico en todos los grupos. Sin embargo
es de llamar la atencién que el grupo experimental con hiperglucemia [STZ(D)] fue el que
registro los niveles mas elevados de estd citocina, pudiendo ser la sumatoria de la
inflamacién generada mecanicamente y el estado patoldgico de diabetes.

Con respecto a la evaluacidon de IFN-y, se pudo observar que en la semana 7 post-
induccion el grupo experimental con hiperglucemia [STZ(D)] tuvo niveles menores de esta
citocina en comparacién al resto de los grupos, mientras que para IL-4 este grupo
experimental reflejé los niveles mas altos. Estos resultados concuerdan con lo demostrado
en diversos estudios donde se ha relacionado a la Diabetes con un fenotipo Th2, algunos
autores han desarrollado modelos animales con STZ en los que se ha observado un
incremento en la produccién de IL-4 e IL-10 pero con una reduccion significativa de IFN-y y
TNF- o, sin embargo también se ha considerado la consolidacion de un fenotipo Th1l o Th2
dependiendo del tiempo de evolucién de la patologia diabética, en una etapa temprana
de la induccién de Diabetes con STZ (una semana) provoca un fenotipo Thl dominante
con la produccion de citocinas proinflamatorias como IFN-y pero en una etapa avanzada
(cuando menos 4 semanas después de la induccion) aparece un fenotipo Th2 con
produccién de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 en un intento de compensar el
proceso inflamatorio inicial resultante de la administracién de la administracion de la STZ
[107].

Después de haber realizado el proceso odontolégico en los ratones de los distintos grupos
[STZ(D); STZ(ND) y vehiculo] fueron registrados cambios en los niveles de IFN-y e IL-4 a los
2 y 7 dias post-lesion. La expresion de IFN-y tuvo un incremento progresivo en todos los
grupos sin embargo el grupo experimental con hiperglucemia [STZ(D)] siempre mostrd
niveles inferiores por debajo de los otros dos grupos [STZ(ND) y (VEHICULO], esto puede
deberse a que un proceso inflamatorio local, puede impactar en la produccién sistémica
aumentada de ésta citocina pro-inflamatoria.

En relacion a la IL-4 también se observd un incremento progresivo en los dias 2 y 7
después de la lesién odontoldgica en el grupo control (VEHICULO) y en el grupo
experimental sin hiperglucemia [STZ(ND)], mientras que en el grupo experimental con
hiperglucemia [STZ(D)] en el dia 2 dias post-lesidn la IL-4 aumentd y a los 7 dias tuvo una
disminucion.
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Como se menciond previamente, a la 72 semana post-induccién del estado hiperglucémico
con STZ, se realizd la exposicién del tejido pulpar en los primeros molares superiores, y fue
evaluada la expresion relativa de IL-1B e IFN-y en los tejidos afectados una semana
después por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Es hasta ahora sabido que la periodontitis apical esta causada principalmente por
infeccion bacteriana dentro del sistema de conductos radicular, y la destruccién del hueso
periapical es una caracteristica de esta enfermedad [108], en modelos animales ha sido
efectivo realizar la apertura de una cavidad y exponer el tejido pulpar para inducir
inflamacién periapical y destruccién o6sea [109]. Sin embargo, los mecanismos
responsables de la resorcién del hueso apical no se han establecido completamente,
algunos autores sugieren que la resorcién ésea estd estrechamente vinculada con la
infiltracion de células inflamatorias en las lesiones periapicales y que las citocinas
producidas en los tejidos inflamados son las responsables de la periodontitis apical, siendo
la IL-1 la citocina que recientemente ha sido considerada relevante en la patogénesis de
las lesiones periapicales inducidas en modelos animales por medio de la exposicion del
tejido pulpar al medio bucal [110, 111]. Actualmente se ha demostrado que la IL-13 es una
citocina pro-inflamatoria capaz de estimular de manera importante a la resorcidén dsea del
hueso periapical [112].

Diversos estudios han demostrado la presencia de una mayor cantidad de macrdéfagos
productores de IL-1f que de IL- o en una etapa temprana de la lesion periapical (que no
rebasa los 14 dias) donde ocurre la activacion de la destruccion dsea periapical en lesiones
inducidas, mientras que en la etapa tardia o crénica de la lesion los niveles de IL-1f3
disminuyen al mismo tiempo que se incrementan los niveles de IL-1 o, y aparecen
numerosos osteoblastos y la etapa de remodelacidn ésea inicia [70].

Por medio de la técnica de RT-PCR pudimos corroborar la produccion de IL-13 en el sitio
de los tejidos dafiados 7 dias después de la exposicion pulpar. Los niveles de IL-1[3 fueron
mayores en los grupos experimentales [STZ(D) y STZ(ND)] que en el grupo control
(VEHICULO). Los niveles incrementados de IL-1B en el tejido periapical de los ratones
hiperglucémicos [STZ(D)] puede explicarse por la condicién patolégica de diabetes,
ademas de que a nivel sistémico también se encuentrd incrementada. Por otro lado, en el
grupo experimental de ratones no hiperglucémicos [STZ(ND)] los niveles incrementados
de IL-1P3 podrian deberse a la administracidon de STZ, que aunque no provocé la induccién
de hiperglucemia, si pudo haber generado reacciones inmunoldgicas que condujeran a
una reaccion inflamatoria local aumentada en los tejidos periapicales.
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Se ha propuesto que IFN-y juega un papel importante en la destruccidon del hueso
periapical [76] participando como mediador clave para la activacion de macréfagos que
regulan la expresion de IL-1B y TNF- o y por promover la sintesis de oxido nitrico.
[78,113,114]. Algunos estudios han podido demostrar que las respuestas inmunoldgicas
de tipo Th1l mediadas por IFN-y y otras citocinas pro-inflamatorias, estan involucradas con
la progresion de la lesién y destruccidn dsea en la etapa inicial de la patologia periapical
mientras que los mecanismos inmunosupresores mediados por citocinas de tipo Th2
inhiben a los mecanismos inflamatorios y promueven la curacién en la fase tardia [115].
Nuestros resultados coinciden con los datos reportados en los que a los 7 dias post-lesién
es evidente la produccidn de IFN-y en los tejidos dafiados, sin embargo pudimos observar
que su expresion es mayor cuando se lleva a cabo la administracién de STZ vy se
incrementa aln mds en aquellos ratones que sumado a la inyeccidn con STZ presentaron
condiciones de hiperglucemia y signos similares a DMT-2.

La periodontitis apical da como resultado una inflamaciéon en el periodonto con un origen
endoddntico, el cual puede llegar a una fase crénica caracterizada por tejido de
granulacidon, con un cambio de infiltrado polimorfonuclear de la etapa aguda a
mononuclear donde predominan linfocitos, células plasmadticas y macréfagos, este
proceso se ve promovido por citocinas proinflamatorias como la IL-1p, las cuales a su vez
activan los osteoclastos y por tanto la reabsorciéon ésea. Hay autores que opinan que no
existe diferencia significativa de resorcion ésea alveolar entre diabéticos tipo 2 y no
diabéticos. En nuestro estudio todas las muestras observadas presentaron un predominio
de infiltrado con PMNs, fue mayor la cantidad de células en los diabéticos, siendo un
factor que debe ser considerado en la evolucién de las lesiones periapicales [59, 116].

Con el conjunto de resultados obtenidos en este estudio podemos decir que en el modelo
murino de DMT-2, la condicion patolégica provocd una mayor produccion de IL-1f3 e IL-4
en suero 7 semanas después de la induccién de DM-T2 con STZ y condujo a una
disminucion de IFN-y. Inducir una lesidn periapical aguda con una duracion de 7 dias
favorecid la produccién progresiva elevada de estas citocinas en suero, a una produccién
incrementada de los transcritos para IL-13 e IFN-y en los tejidos afectados y a un mayor
infiltrado celular donde abundan predominantemente PMNs
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9. CONCLUSIONES

1. La administracion intraperitoneal de dosis Unica de STZ (130mg/kg) a ratones BALB/c
machos con una edad no mayor a 7 semanas y con un ayuno minimo de 5 horas permitio
la induccién de un modelo experimental de DMT-2 con signos de hiperglucemia, poliuria,
polidipsia, polifagia e intolerancia a la glucosa.

2.- En un modelo experimental de DMT-2 existié una mayor produccién de IL-1f3 e IL-4 en
suero 7 semanas post-induccion con STZ, mientras que la cantidad de IFN-y disminuyd.

3.- Inducir una lesion periapical aguda por medio de la exposicion del tejido pulpar
durante 7 dias al medio bucal, favorecié al incremento progresivo de IL-1p e IFN-y en
suero en los ratones a los que se les administrd STZ y en los que solo recibieron vehiculo.
IL-4 aumentd progresivamente en el grupocon vehiculo y en el grupo de ratones con STZ
no hiperglucémicos, sin embargo disminuye 7 dias después de inducir la lesién periapical
en los ratones del grupo con STZ e hiperglucemia.

4.- Después de 7 dias de inducir una lesion periapical aguda se incrementé la produccién
de los transcritos para IL-13 e IFN-y en los tejidos afectados de los ratones sometidos a un
modelo con STZ, sin embargo se produce mas IFN-y en presencia de hiperglucemia.

5.- El analisis histoldgico mostrd que existe un mayor infiltrado inflamatorio en los tejidos
relacionados con una lesidn periapical aguda donde predominan abundantes PMNs en los
ratones a los que les fue administrada STZ.

6.- El modelo murino de DMT-2 sugiere que la hiperglucemia repercute en el desarrollo de
una lesién periapical aguda.
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11. APENDICES
11.1 APENDICE 1:
SOLUCIONES Y REACTIVOS

Buffer de solucidon salina amortiguadora con fosfatos (PBS) para 10 L pH 7.4

- 80 gr NacCl (J.T. Baker)

-11.6 gr Na2HPO4 (J.T. Baker)

-2 gr KH2POA4 (J.T. Baker)

- 2gr KCl (J.T. Baker)

Buffer TBE 10X

- Tris base (890 mM) (ICN Biomedicals Inc.)
- Acido bérico (890 mM) (J.T. Baker)

- 40 ml de EDTA disddico (0.5 M) (J.T. Baker)

Se ajusta a pH 8.0 y se afora con H20 destilada hasta 500 ml

Buffer de pegado (ELISA)
-0.1 M de Na2 HPO4 (J.T. Baker)

Para 1 L con agua destilada

Solucién de bloqueo (ELISA)

1000 ml de PBS ml mas 1% de Albumina sérica bovina (J.T. Baker)

Solucién de lavado (ELISA)

1000 ml de PBS mas 0.5% Tween 20 (Promega co.)
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Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biochemicals Inc.) en 500 ml de 0.1 M de &cido citrico
(tecsiquim) en agua H20 destilada y con NaOH (Monterrey), llevar a pH 4.35,

posteriormente se hicieron alicuotas de 11 ml en tubos y se congelaron para su uso a -
70°C.




11.2 APENDICE 2:
Condiciones de PCR’s

Secuencias de primers (direccion 5'-3')  Producto T-alineacion Ciclos

(pb)

GAPDH (F) TCggTgTgAACggATTTggC 1035 pb 56 °C 35
(R) CTCTTgCTCAgTgTCCTTgC

IL-18 (F) GAGTGTGGATCCCAAGCAAT 500 pb 59°C 40
(R) CTCAGTGCAGGCTATGACCA
Referencia Hwang J. (2011)

IFN-y (F) AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG 243 pb 54 °C 40
(R) GTCACAGTTTTCGCTGTATAGGG
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11.3 APENDICE 3
Condiciones para estudio histoldgico:

Formalina 4%

Formaldehido (40 ml)
Agua destilada (960 ml)
Fosfato de sodio monobasico (4 gr)
Fosfato de sodio dibdsico (6.5 gr)

Solucién para la descalcificacion, EDTA 7 %
EDTA Sigma (70 gr)
Agua destilada (800 ml)

Agregar Hidréxido de sodio en la solucion y se disuelve con ayuda de una barra magnética,
hasta que se disuelva totalmente el EDTA. Se ajusta el pH a 7.4 con ayuda de HCl y aforar
la solucién a 1000 ml.

Proceso de inclusion:

Lavar con agua corriente 30’
OH 50° 30

OH 60° 20’

OH 70° 20’

OH 75° 20’

OH 80° 20’

OH 85° 20’

OH 90° 20’

OH 96° 20’
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OH 100° 20°
OH 100° 20°

Colocar en aceite de cedro 20°y posteriormente lavar con amilico haciendo minimo 3
cambios.

OH Amilico 20’
OH Amilico 20’
Parafina 1 (24 hrs)

Parafina 2 (24 hrs)

Solucion Hematoxilina de Harris para tincion:
Hematoxilina de Harris
Hycel de México

Se utiliza directamente del frasco hasta que cubra las [dminas donde se encuentran los
cortes a tefir

Eosina acidificada

Eosina amarillenta (20 gr) Sigma
H20 destilada (500 ml)
HCI (10 ml)

Mezclar la eosina amarillenta en el agua destilada, agregar el HCl lentamente por las
paredes del recipiente y dejar que se asiente la mezcla durante toda la noche. Se lava el
precipitado mediante filtracion con papel filtro y agua destilada varias veces (5-8 veces).
Secar la pastilla que quedd en el papel filtro en un horno a 60 °C durante 24 hrs. Una vez
seca la pastilla, colocarla en un mortero y macerar finamente la pastilla, una vez macerada
agregar 1000 ml de alcohol 96°.
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Proceso de tincion Hematoxilina-Eosina

Xilol | 5
Xilol 11
Alcohol-Xilol

OH 100

OH 90

OH 80

Oh 70

Agua corriente
Hematoxilina
Agua corriente
Alcohol acido
Agua amoniacal
Agua corriente
Eosina alcohdlica
Agua corriente
OH 70

OH 90

OH 100
Alcohol-Xilol
Xilol |

Xilol Il

3’

5’

lavado

lavado

lavado

1’

5’

lavado

——
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