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Resumen

En este estudio evaluamos el efecto de la diabetes mellitus tipol sobre las células 6seas en
presencia de estrés mecanico, con el objetivo de cuantificar el nimero de osteoclastos y
medir el area de la laguna osteocitaria en el hueso alveolar de ratas hiperglicémicas
sometidas a estrés mecanico. Se utilizo un modelo animal de diabetes experimental
utilizando una dosis unica de 65mg/Kg de peso corporal de estreptozotocina para inducir el
estado diabético en los grupos experimentales. En los grupos testigo se utilizd una dosis
unica de 1ml. /Kg de peso corporal de solucion de buffer de citratos con un pH de 4.5. Una
vez corroborado el estado hiperglicémico o normoglicémico segun el caso, se colocé un
aparato de ortodoncia formado con un alambre de niquel-titanio en forma de “U” entre los
primeros y segundos molares superiores. Se realizd el sacrificio a los 2, 4 y 6 dias
posteriores a la colocacion del aparato, el maxilar fue extraido y procesado mediante la
técnica histologica convencional.

En el andlisis histologico se contaron el nimero de osteoclastos presentes en el hueso
interradicular del primer molar asi como el area de las lagunas osteocitarias utilizando los
aumentos a 10x y 40x. Resultados: en los grupos hiperglicémicos fue notorio el aumento en
el nimero de osteoclastos y del 4rea de la laguna osteocitaria, nuestras diferencias en

comparacion con los grupos testigo fueron significativas en ambos casos.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabolico que se presenta aproximadamente en
el 3 al 4% de la poblacion. La enfermedad se caracteriza por hiperglicemia crénica causada
por una deficiencia de insulina, la persistente concentracion elevada de glucosa en sangre
da lugar a complicaciones agudas y cronicas causando dafios a diversos drganos.

La diabetes tipo 1 es causada por una deficiencia absoluta de la secrecion de insulina,
originada por una respuesta autoinmune que destruye a las células B pancreaticas. Las
manifestaciones orales asociadas con la diabetes estan en la mayoria de los casos asociadas
al paciente no controlado o mal controlado.

Entre las complicaciones a largo plazo, se encuentran alteraciones en el metabolismo 6seo,
incluyendo la disminucion de la densidad 6sea que puede conducir a fracturas, asi como
alteraciones en la reparacion y la regeneracion dsea, incluso en los pacientes tratados con
insulina. La mayoria de los estudios de pacientes diabéticos tipo 1 muestran disminuidos
los valores de densidad mineral 6sea (DMO), incluso cuando el inicio de la enfermedad
ocurre después de que se ha logrado la masa ¢sea maxima. Aproximadamente el 60 % de la
masa osea en adultos, incluyendo a las estructuras craneofaciales, se alcanza durante el
periodo pico de crecimiento, que cuando coincide con el inicio de DM afecta el proceso de
formacion 6sea (Abbassy y cols. 2008).

El mecanismo de la osteopenia en la diabetes estd siendo estudiado pues ain no es muy
claro, se ha propuesto que la formacion deficiente de hueso es debida a una disminucion de
la actividad osteoblastica, pero es muy poca la informacion acerca de los efectos de la
diabetes mellitus en el remodelado, formacion y resorcion del hueso alveolar que rodea al
diente (Mishima y cols. 2002).

La mayoria de los pacientes que son tratados con ortodoncia son individuos joévenes y
sanos, sin embargo en los ultimos 20 afios ha habido un aumento dramatico en el nimero
de pacientes adultos que buscan un tratamiento de ortodoncia y muchos de ellos padecen
enfermedades cronicas (Bensch y cols. 2004). La necesidad de tratamientos ortodoncicos

en pacientes diabéticos se ha asociado a problemas oclusales y a anormalidades en el
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desarrollo mandibular debido a que los pacientes con diabetes mellitus (DM) tipo 1 han
mostrado una disminucion en los valores de densidad 6sea (Villarino y cols. 2011).

Para provocar el movimiento dentario es necesaria la aplicaciéon de fuerzas mecanicas,
capaces de activar a las células dseas y producir cambios inflamatorios en el tejido
periodontal en el lado de la tension y en el lado de presion. Dependiendo de la magnitud y
duracion de la fuerza aplicada se iniciara un proceso de reacciones 0seas necesarias para
producir el cambio de posicion de los dientes en la arcada (Mérida 2011). La resorcion dsea
es causada por la actividad de los osteoclastos en el lado de compresion y por la formacion
inducida de hueso nuevo por osteoblastos en el lado de tension. Una alteracion del estado
metabolico que interfiere con la remodelacion dsea puede resultar en una tasa diferente de
movimiento. Por lo tanto, la diabetes puede afectar el movimiento dental durante el
tratamiento ortodoncico y la estabilidad o retencidon posterior al tratamiento (Braga y cols.
2011).

Varios mecanismos se han reportado para explicar la remodelacion Osea alterada en la
diabetes donde se sabe disminuye la formacion de hueso como resultado de la disminucion
de la actividad osteoblastica. Sin embargo, todavia es controversial si el reclutamiento y la
funcion osteoclastica estan alteradas en la diabetes, porque seglin lo reportado por Villarino
y cols en el 2006 no existen cambios o disminucién en la actividad de los osteoclastos
(Villarino y cols. 2006).

De acuerdo a Bensch y cols. (2003), Burden y cols. (2001), Proffit y Fields (2001), si la
diabetes estd controlada adecuadamente, la respuesta periodontal y del hueso ante las
fuerzas ortodoncicas serd casi normal, pudiendo obtener resultados satisfactorios. Por el
contrario, si la diabetes no estd bien controlada se acepta que serd un factor de riesgo real
para la aceleracion de la enfermedad periodontal. Por lo tanto un tratamiento ortodoncico
estara contraindicado mientras el trastorno metabolico no sea compensado (Villarino y
cols. 2011).

El tejido 6seo se renueva constantemente por la accién coordinada de osteoclastos y
osteoblastos. Los osteocitos desempefian un papel destacado en el inicio del remodelado en
un lugar dado del esqueleto. Estos y otras células de estirpe osteoblastica producen diversos
mediadores que modulan la diferenciacion de los precursores osteoclasticos, paso inicial

imprescindible para que comience la resorcion. La actividad remodeladora de todo el
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esqueleto, puede evaluarse bioquimicamente a través de la medicion de los marcadores
bioquimicos del remodelado 6seo (Reynaga y Zeni 2009). Los marcadores de formacion
(fosfatasa alcalina Osea, osteocalcina y propéptidos del colageno tipo I amino y carboxilo
terminal) provienen de la actividad de osteoblastos y los de resorcion (fosfatasa acida
resistente a tartrato, telopéptidos carboxilo y amino terminales e hidroxiprolina) de los
osteoclastos. La utilidad clinica de los marcadores consiste en determinar cambios en el
remodelado 6seo (Reynaga y Zeni 2009).

Se han realizado estudios sobre la pérdida 6sea alveolar en diabéticos con enfermedad
periodontal, pero hay poca informacion sobre los efectos de la DM en la remodelacion,
formacion y reabsorcion en la pared alveolar que rodea al diente. Esa pared junto con el

ligamento periodontal esta implicada en el soporte mecanico dental (Mishima y cols. 2002).

El objetivo de nuestro estudio fue describir los cambios producidos por la DM tipo 1 en las
células del hueso alveolar en presencia de estrés mecanico. Nuestros objetivos especificos
fueron cuantificar el nimero de osteoclastos en el hueso alveolar de ratas hiperglicémicas
sometido a estrés mecanico asi como también medir el area de las lagunas osteocitarias del

hueso alveolar sometido a estrés mecénico de ratas hiperglicémicas.
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Marco Teodrico

Diabetes mellitus

Llamamos diabetes mellitus (DM) al sindrome hiperglicémico acompanado por desérdenes
lipidicos y proteicos, resultado de una deficiencia insulinica pudiendo ser ocasionada por la
destruccion de células B pancreaticas productoras de insulina (Diabetes mellitus tipo 1), o
bien, por la resistencia de las células ante los efectos de la insulina producida, generalmente
relacionada con la obesidad (Diabetes mellitus tipo 2) (Vernillo 2003).

Biologicamente, la insulina es una de las hormonas anabolicas mds importantes, es
necesaria para:

1) El transporte de glucosa y aminodacidos a través de las membranas celulares.

2) La formacion de glucogeno en el musculo esquelético.

3) La sintesis de lipidos.

4) Sintesis de acidos nucleicos

5) La sintesis de las proteinas.

Su principal funcidon metabolica consiste en aumentar la velocidad del transporte de la

glucosa hacia el interior de las células musculares y adiposas (Mendoza y cols. 2005).

Etiologia y clasificacion

Diabetes mellitus tipo 1

La gran mayoria de los casos de diabetes se dividen en dos grandes categorias
etiopatogénicas. En una categoria, la diabetes tipo 1, es una deficiencia absoluta de la
secrecion de insulina. Los islotes pancredticos son destruidos, como resultado de un
proceso patoldgico autoinmune, mediado por células T dejando al paciente totalmente
dependiente de insulina exdgena. La destruccion autoinmune de las células del pancreas
tiene multiples predisposiciones genéticas. Esto también puede ser causado por factores del
medio ambiente, por ejemplo una infeccion viral congénita, la rubéola o citomegalovirus.
Debido al rapido y severo inicio de los sintomas, la diabetes tipo 1 se diagnostica a menudo

en la adolescencia y se denomina "diabetes juvenil”. El tipo 1 es el trastorno metabdlico

()
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mas comun del sistema endocrino de la infancia y la adolescencia, teniendo una incidencia
maxima de los 10 a 14 afios. La insulinitis autoinmune, causa de la diabetes tipol,
comprende varias etapas que culminan con la muerte de las células beta. En la primera
etapa, los péptidos especificos de células beta con epitopes antigénicos, son procesados por
células presentadoras de antigenos en los ganglios linfaticos locales y se forman clones de
linfocitos autoreactivos (Ichinose y cols. 2007).

Debido a que las células a del pancreas son funcionales en estos pacientes, ellos pueden
producir el glucagéon y por tanto, realizar glucogenolisis. Los pacientes no presentan
problemas para sintetizar glucosa por medio de la gluconeogénesis. Sin embargo, la nula
producciéon de insulina trae como consecuencia una disminucion del nimero de
transportadores de glucosa Glut 4 en el musculo esquelético y en las células adiposas. El
resultado es entonces una hiperglicemia persistente después de la ingestion de alimentos
ricos en carbohidratos. El organismo del diabético responde ante los bajos niveles de
glucosa en las células dependientes de insulina, como si estuviera en un estado de ayuno
prolongado o inanicién, movilizando sus reservas de lipidos y proteinas para obtener la
glucosa, lo cual agrava la hiperglicemia. En el caso del tejido adiposo este empieza a
movilizar sus lipidos, los é4cidos grasos y el glicerol, una vez liberados se unen a
lipoproteinas plasmaticas y son transportados al higado. El metabolismo incrementado de
los 4cidos grasos y la disminucion de la lipogénesis, como producto del déficit de NADPH,
da origen al incremento de la sintesis de los cuerpos cetoénicos como el acido a-
Hidroxibutirato, acetoacetato y acetona, a partir del Acetil CoA. Las altas concentraciones
de cuerpos cetonicos consumen progresivamente las reservas alcalinas, desencadenando
una acidosis metabdlica. Debido a que la insulina interviene en la captacion de los
triglicéridos en las células, una secrecion deficiente de esta hormona se relaciona con la
hipertrigliceridemia caracteristica en estos pacientes. Adicionalmente, la ausencia de
insulina disminuye la entrada de los aminoécidos a las células musculares, lo que
incrementa el catabolismo de sus proteinas. Los aminoacidos glucogénicos liberados por la
protedlisis quedan disponibles para la gluconeogénesis hepatica lo que genera un balance
negativo del nitrogeno, que conduce al agotamiento de las proteinas y al desgaste tisular

(Mendoza y cols. 2005).
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La mayoria de los pacientes con diabetes tipo 1 experimentan un periodo de remision
clinica parcial, caracterizado por un requerimiento bajo de insulina y practicamente la
normalizacién de la glucemia. Este periodo se prolonga por mas tiempo, cuando la diabetes
tipo 1 se presenta durante o después de la pubertad, en comparacién a la que inicia en

edades mas tempranas de la vida (Dost y cols. 2007).

Diabetes mellitus tipo 2

La otra categoria mas frecuente es la diabetes tipo 2, la causa es una combinacion de
resistencia a la accidon de la insulina y una inadecuada respuesta secretora de insulina
compensatoria.

En este tipo de diabetes, la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y comienza
generalmente a la edad de 40 anos o después. Muchos de los pacientes s6lo aumentan
moderadamente los niveles de glucosa en sangre. A principios de la enfermedad,
generalmente los sintomas clasicos de la diabetes no son lo suficiente graves para alertar al
paciente. Debido a esta lentitud de la aparicion clinica, la diabetes tipo 2 a menudo no es
diagnosticada sino hasta después de varios afios. La enfermedad se diagnostica por lo tanto,
durante un chequeo médico de rutina.

En este tipo de diabetes, el paciente puede sintetizar la insulina en forma normal, sin
embargo no puede utilizarla para la regulacion del metabolismo de la glucosa, aminoacidos
y lipidos. Esta situacion puede ser consecuencia de:

a) Defectos en la estructura de la insulina

b) Disminucion en el nimero de receptores de la insulina y/o en su afinidad por la hormona
¢) Produccioén insuficiente de insulina por las células B que pueda superar la resistencia.

La resistencia a la insulina es muy comun en individuos obesos; se ha demostrado que el
nimero de receptores para la insulina esta disminuido en personas obesas. Por otra parte, el
aumento de la grasa visceral se ha relacionado con el aumento de la produccién de la
resistina y de citocinas pro-inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF -
a), estos pueden bloquear la cascada de sefalizacion de la insulina, disminuyendo el
numero de transportadores de la glucosa Glut 4,7 y 12. La respuesta del organismo frente a
estos eventos es aumentar la secrecion de la insulina, es por esto que estos pacientes suelen

presentar hiperinsulinemia. En los individuos con diabetes mellitus tipo 2, la glucosa

13
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proveniente de la glucogenolisis hepatica no puede ser utilizada por las células musculares

y adiposas, esto debido a la resistencia a la insulina. El metabolismo hepatico favorece la

sintesis de lipidos a partir del glicerol y de los acidos grasos que provienen de la dieta y/ o

de las reservas del tejido adiposo, lo que favorece el desarrollo de un higado graso. Los

triglicéridos, que son liberados a la sangre en forma de lipoproteinas de muy baja densidad

(LDL), se van acumulando lo que favorece la hipertrigliceridemia (Mendoza y cols. 2005).

DIABETES
MELLITUS

Se clasifica en

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus

Tipo 1 Tipo 2
Caracterizada por
Criginada por
Resistencia Resistencia Resstencia
Presecepcion del receptor post recepcion
Criginada por | Originada por l Criginada por
o e o anicuerpos | [ Mutacién del Disminucién de Reaccion Mutacién del Baja expresién
ﬁma.: iz B contrala gendela receptores y/o en inmune contra gendela de receplores
\ine a por - insulina insulina su afinida d por la Ios receptores gluco cinasa GLUT2en las
insufina. de la insulina células B.
Que provocan alteraciones como

Disminucion de la Inhibicion de la — Inhibicion de las ruta de Hipergicemia,

entrada de glucosa a las glucogénesis, ipogenesis Inhibicion de las MAP kinasa y otras gicosilacion de

células dependientes de y sintesis de proleinas en mecanismos implicadas en la expresion proteinas plasmaticas y

insulina. células dependientes de antapoptosis génica del endotelo vascular

insuina
Figura Mt 1. Descripcion de la Diabetes Mellitus tipo 1 y 2. (Mendoza y cols.

2005).




Efecto del estrés mecéanico en hueso alveolar de ratas diabetizadas con estreptozotocina.
Olalde Vazquez Adriana Belén

Diagnostico

Segtn los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes y de la Organizacion Mundial
de la Salud, el diagnostico puede llevarse a cabo en las tres situaciones siguientes:
e Presencia de sintomas clinicos; poliuria, polidipsia, astenia y adelgazamiento
inexplicado.
¢  Glucemia plasmatica >/= 200 mg/dl (11.1 mmol/L), independientemente de la hora
de extraccion en relacion con las comidas.
e Glucemia plasmatica en ayunas >/ =126 mg/dL (7.0 mmol/L) (Mendoza y cols.
2005).

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencidn, tratamiento y
control de la diabetes mellitus, menciona que un caso confirmado de diabetes, es aquel que:
Persona cuyo diagnostico se corrobora por medio del laboratorio: una glucemia plasmaética
en ayuno 126 mg/dL; una glucemia plasmadtica casual de 200 mg/dL; o bien una glucemia
de 200 mg/dL a las dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta

en agua, criterios diagnosticos de diabetes, en el Sistema Nacional de Salud.

Incidencia y prevalencia

La epidemia de la diabetes mellitus (DM) es reconocida por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como una amenaza mundial. (NOM-015-SSA2-2010).

El nimero de personas que padecen diabetes mellitus en el continente Americano fue
estimado en 35 millones en el afio 2000, de éstos 19 millones (54%) viven en América
Latina y el Caribe. Se calcula que para el afio 2025 el nimero de personas que padeceran
diabetes mellitus en el continente Americano ascendera a 64 millones de las cuales el 65%
corresponderan a Ameérica Latina y el Caribe (Aschner y cols. 1992).

La mitad de las personas con diabetes no son conscientes de su condicidon, causando 4,8

millones de muertes en el mundo en el 2012.
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México ocupa el 6° lugar mundial en nimero de personas con diabetes. Los estados con
prevalencias mas altas son: Distrito Federal, Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango
y San Luis Potosi (International Diabetes Federation 2014).

En México, la DM ocupa el primer lugar en numero de defunciones por afo, tanto en
hombres como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia ascendente en
ambos sexos con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos nuevos anuales, cabe sefialar que
segun la Direccion General de Informacion en Salud en el 2007 hubo un ntimero mayor de
defunciones en el grupo de las mujeres (37,202 muertes) comparado con el de los hombres
(33,310), con una tasa 69.2 por 100,000 habitantes en mujeres y de 64 en hombres,
diferencias importantes a considerar en las acciones preventivas, de deteccion, diagndstico
y tratamiento de este padecimiento. (Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010)

En nifios, ha aumentado su incidencia, en los ultimos 50 afios, tanto en paises en vias de
desarrollo, como en los desarrollados (Peter 2007).

Los casos nuevos de diabetes tipo 1, en menores de 5 afios de edad, representan el 6.3%
del total; en los nifios de 5 a 9 afios, el 3.1% y en los de 10 a 14 afos, el 2.4% del total
(Calliari y Monte 2008).

El aumento de la incidencia de diabetes tipo 1 es del 3 a 5% por ano; este incremento es
mayor en el grupo preescolar. Aproximadamente el 4% de los nifios con diabetes tipo 1
tienen menos de 2 afnos al momento del diagnostico (Cody 2007).

Entre 2003 y 2008, la tasa de incidencia de diabetes mellitus tipo 1 se ha incrementado al
pasar de 12.97 a 15.85 por ciento (INEGI 2010).

En México, en 2008 casi 3% de los egresos hospitalarios a nivel nacional fueron debidos a
la diabetes mellitus, porcentaje similar al reportado en 2003, cuando se calculd que los
costos directos e indirectos de la enfermedad fueron de 100 millones de dolares anuales.
Sumado a lo anterior, es importante recalcar que el costo de atencidn para esta enfermedad
no recae exclusivamente en los servicios de salud, se calcula que, si un nifio de 7 afios
desarrolla diabetes, debera afrontar un costo acumulado de 52 mil délares a valor presente
hasta los 40 afios para manejar y paliar las consecuencias de esta enfermedad (INEGI

2010).
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Figura Mt.2. Tasa de incidencia de diabetes mellitus por tipo 2003-2008 por cada 100 mil
habitantes (INEGI 2010).

Factores de riesgo

La diabetes mellitus es una enfermedad emergente debido al efecto que el progreso ha
traido a la sociedad desde el siglo XX; es decir, su prevalencia ha ido paralelo con el
incremento de la obesidad y el sedentarismo.

Cada vez se diagnostica mas diabetes mellitus, lamentablemente en estadios avanzados de
complicaciones tardias y es un reto el diagndstico temprano de esta enfermedad asi como
encontrar los factores de riesgo asociados, presentes en la comunidad a fin de proponer una
estrategia preventiva de la enfermedad. En estudios previos se ha encontrado una fuerte
asociacion de la obesidad, el sedentarismo, el antecedente familiar de diabetes tipo 2, la
edad mayor a 40 afos y la ingestion de grasas saturadas con la diabetes mellitus, asi como
la de factores como la presencia de diabetes mellitus gestacional, la macrosomia fetal, el
bajo peso al nacer, la hipertension arterial y la dislipidemia entre otros. La obesidad, en la
que hay un aumento de la grasa corporal total, provoca una interferencia del equilibrio entre
la produccion y liberacion enddgena de insulina y su sensibilidad en los tejidos periféricos

(Garcia y cols. 2007).
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La glicemia en ayunas alterada es una categoria diferente a la intolerancia a los

carbohidratos y es el resultado de una propuesta de la Asociacion Americana de Diabetes

(ADA) como factor de riesgo para desarrollar diabetes (Garcia y cols. 2007).

Esta afeccion, se presenta principalmente entre las mujeres de 60 a 69 afos (25.9% de los

casos) y en los hombres de 50 a 59 afios (25%). Sin embargo, en términos generales afecta

en mayor medida a las mujeres (INEGI 2010).
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Figura Mt.3. Tasa de mortalidad observada por diabetes mellitus seglin el sexo (INEGI).

Alteraciones en la Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad endocrina con importantes implicaciones a nivel
sistémico, como: angiopatia, neuropatia, retinopatia y nefropatia, entre otras. Estas
complicaciones tienen su origen en eventos biomoleculares desencadenados por la
hiperglicemia.
Las complicaciones vasculares pueden ser de dos tipos:

1. Microvasculares: afecta los capilares del rifion, ojos, y otros tejidos, cuya

expresion clinica son la nefropatia y retinopatia diabética.
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2. Macroangiopatia o arteroesclerosis: afecta grandes y medianas arterias cuya
expresion clinica son infarto del miocardio, accidentes vasculares encefalicos y lesiones de

los vasos de los miembros inferiores (Mahia y Pérez 2000).

Productos de glicacion avanzada

Numerosos estudios han demostrado que la diabetes mellitus se encuentra asociada al
incremento de la formacion de radicales libres derivados del oxigeno y a la disminucion del
potencial antioxidante del organismo, generando el dafo oxidativo de algunos componentes
de la célula tales como las proteinas, carbohidratos, lipidos y 4cidos nucleicos (Mora y cols.
2009).

En presencia de hiperglucemia tiene lugar un proceso de glicosilacion no enzimatica y
oxidacién de proteinas (incluida la colagena) y lipidos para reducir los aztcares. En primer
lugar se forman productos con caracter reversible conocidos como bases de Schiff y
productos de Amadori (Baynes 1991). Un ejemplo de este tipo de productos es la HbAlc
(hemoglobina glicosilada), utilizada en la clinica como marcador de control de la glucosa a
largo plazo en pacientes diabéticos. Posteriormente, tienen lugar una serie de reacciones
moleculares complejas que dan como resultado la formacién de los llamados productos
finales de glicosilacion avanzados (AGEs). Los AGEs pertenecen a un grupo heterogéneo
de compuestos de caracter irreversible, a este grupo pertenecen la carboximetilisina, la
piralina y la pentosidina. Se ha visto que la forma de AGEs predominante en pacientes
diabéticos y relacionada con el envejecimiento tisular es la carboximetilisina. Los AGEs no
solo se acumulan durante el envejecimiento y en aquellas situaciones de hiperglucemia sino
también en aquellos estados caracterizados por un acimulo incrementado de lipoproteinas
modificadas y el retraso del aclaramiento de proteinas como sucede en la amiloidosis.

Se sabe que los AGEs juegan un papel central en la patogénesis de las complicaciones del
paciente diabético y se han descrito una gran cantidad de receptores celulares para los
AGE:s. El que mejor ha sido caracterizado es el RAGE (receptor de AGE's) perteneciente a
la superfamilia de las inmunoglobulinas de moléculas de superficie celular (Neeper y cols.
1992).

El RAGE esta presente sobre la superficie de ciertas células diana en diabéticos, como por

ejemplo en células endoteliales, en fagocitos mononucleares y ciertas células del sistema
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nervioso central y periférico. De la interaccion entre los AGEs y los RAGE tiene lugar la
puesta en marcha de mecanismos de sefializacion intracelular que conllevan una alteracion
en el fenotipo celular. Esta alteracion propicia la generacion de un ambiente
proinflamatorio resultando en el desarrollo de lesiones de los vasos y una alteracion de la
respuesta reparativa normal.

De la integracion entre los AGEs y el RAGE presente en la superficie celular de
macrofagos resultard la liberacion de mediadores con carécter proinflamatorio con IL-1, IL-
6 y TNF-a que a su vez activaran a los osteoclastos y a las metaloproteinasas provocando
reabsorcion d0sea y destruccion del tejido conectivo. De la integracion entre los AGEs y el
RAGE presente en la superficie celular de las células endoteliales resultard la mayor
expresion de la selectina VCAM-1(molécula de adhesion) favoreciendo la perpetuacion de
la respuesta inflamatoria y cambios que conllevan una trombosis focal y vasoconstriccion.
En el estudio de Schneir y cols. (1984), se demostrd que la glicosilacion del colageno
preexistente en los margenes de la herida disminuye su solubilidad alterando su
remodelacion, ademas la mayor actividad de la colagenasa existente en el diabético,
degrada el nuevo coladgeno sintetizado retrasando y dificultando todo ello la cicatrizacion de
la herida.

La diabetes, tanto en el hombre como en animales de experimentacion, parece tener una
clara influencia sobre el crecimiento de los tejidos debido a los cambios metabdlicos
condicionados por la hiperglicemia. Esta afectacion metabdlica incide directamente sobre el
tejido conectivo (Mogensen 1984).

Como resultado de la hiperglicemia, la glicacion no enzimatica y la oxidacion de proteinas
y lipidos induce la formacion y acumulacion de procesos de glicacion avanzada (AGEs) en
el plasma y los tejidos. Los AGEs pueden modificar los enlaces cruzados de las moléculas
de la matriz afectando la eficiencia de los factores de crecimiento, elevar el estrés oxidativo
en condiciones de hiperglicemia, acentuando la intensidad de la inflamacién por la
interaccion con los receptores de los AGEs (RAGEs).

La diabetes puede afectar la micro arquitectura del hueso. La condicion resultante, conocida
como “osteopatia diabética” es caracterizada por la interrupcion de la sintesis de matriz y la
formacion de cristales de hidroxiapatita, probablemente debido a la disminuciéon en niimero

y actividad de los osteoblastos. El periodonto diabético es caracterizado por
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microangiopatia e hiperplasia epitelial con un aumento en la inflamacién (Chang y cols.
2013).

El colageno modificado por AGEs es capaz de afectar la proliferacion y diferenciacion de
los osteoblastos inhibiendo la actividad de fosfatasa alcalina y la formacion de nédulos de
mineralizacion. También se ha demostrado que la acumulacion de AGEs sobre el coldgeno
altera las interacciones celulares con la matriz extracelular mediada por integrinas (Arnol
2012). Otros autores encontraron que la osteocalcina puede ser glicada, lo que alteraria su
afinidad por la hidroxiapatita y jugaria un rol en las patogénesis de la osteoporosis y
osteopenia presentes en la diabetes (Gundberg y cols. 1986).

En un modelo de ratas diabéticas se encontré que hubo una disminucion de los enlaces
entrecruzados de colageno formados enzimaticamente y se detectd un incremento en los
enlaces entrecruzados por AGEs, lo que resulto en un deterioro sobre la resistencia ésea, sin
afectar el indice de densidad mineral 6sea (DMO) (Saito y cols. 2006). Por otro lado, se ha
demostrado que los AGEs inhiben la diferenciacion de células progenitoras mesenquimales
a células osteoprogenitoras (Kume y cols. 2005), alterando asi la formacion dsea.

Si bien es conocido y claro el efecto de los AGEs sobre los osteoblastos, no ocurre lo
mismo con el efecto de los AGEs sobre los osteoclastos, ya que existen controversias al
respecto. Por un lado Miyata y colaboradores (1997), encontraron un aumento en la
actividad de los osteoclastos en presencia de AGEs. En contraposicion Valcourt y
colaboradores (2007), demostraron que el proceso de resorcion es inhibido en presencia de
AGEs, efecto que probablemente refleje una disminucion de la solubilidad de las moléculas

de coldgeno glicadas.

Manifestaciones orales de la diabetes mellitus

El conocimiento de las manifestaciones orales de la DM es de gran importancia para el
odontologo. Casi la mitad de los pacientes diabéticos no han sido diagnosticados con
diabetes, un examen dental puede proporcionar la primera indicacion de la enfermedad.
Indicios importantes son mucosas secas (xerostomia), candidiasis oral, boca o la lengua
ardorosa (glosopirosis), alteracion de la cicatrizacion de heridas e infecciones orales
recurrentes. De cualquier paciente que se sospecha de diabetes debe ser referido a un

médico para una evaluacion mas exhaustiva.
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Las manifestaciones orales asociadas con la diabetes estan en el mayor de los casos
relacionados al paciente no controlado o mal controlado. Los factores que pueden
contribuir a las complicaciones orales en la diabetes incluyen la disminucion en el nimero
de polimorfonucleares (PMN), la disfuncion de los leucocitos y el metabolismo anormal del
colageno. La disfuncion de PMN conduce a la alteracion de la resistencia a las infecciones.
Un metabolismo alterado de la proteina resultante de la utilizacion de la glucosa puede
contribuir al aumento de la descomposicion del coldgeno en los tejidos conectivos.
Ademés, la alteracion de la funcidén de los neutrdfilos, y la quimiotaxis de macréfagos
puede anadir fallas en la cicatrizacion de la herida del paciente diabético.

La disminucién del flujo salival es una caracteristica comtin de la DM, a veces causa
sintomas de xerostomia, como el sindrome de boca ardorosa, incluso el aumento de la
glandula salival parétida puede ser notorio.

El flujo salival disminuido puede contribuir a un aumento a la susceptibilidad de caries.
También, una mayor exposicion a bacterias, como consecuencia de los elevados niveles de
glucosa salivales, principalmente en pacientes con DM mal controlada o incontrolada,
resulta en el aumento de sustrato bacteriano, alterando la microflora de la placa
favoreciendo la susceptibilidad a caries y a la enfermedad periodontal. Como consecuencia,
hay un aumento de la incidencia de caries dental. La caries se ha reportado entre los
pacientes con DM incontrolados o mal controlados, por el contrario, el buen estado de los
pacientes con DM con buenas medidas de salud oral muestran una reduccion de la
incidencia de la caries dental. Esto es debido a las restricciones en la dieta, el eficaz control
metabodlico y medidas eficientes de higiene oral (Bensch y cols. 2004). Se sabe que la
enfermedad periodontal es agravada por el estado hiperglicémico, aunque los estudios que
se han realizado varian en cuanto a la interpretacion de los resultados por los indices y
mediciones utilizadas. En estos pacientes la enfermedad periodontal se ha expresado como
la prevalencia o la extension de la inflamacién gingival, profundizacion de la bolsa
periodontal, pérdida de la insercion y en algunos estudios, pérdida dsea radiograficamente
evidente (Karjalainen 2000).

Varios estudios muestran que la gingivitis es mas grave en los niflos con diabetes y
aumenta junto con los niveles de glucosa en sangre. Incluso en pacientes diabéticos bien

controlados hay inflamacion gingival, probablemente debido a la alteracion vascular que
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favorece el buen funcionamiento de los neutréfilos. Cambios vasculares también parecen
favorecer la progresion de la enfermedad periodontal. Esto también fue confirmado por
Rylander y cols. (1986), que compar6 la condicion periodontal de diabéticos jovenes
controlados con insulina con 41 adultos jévenes sanos. Los diabéticos tuvieron inflamacion
gingival significativamente superior en comparacion con los jovenes no diabéticos.

Como la enfermedad periodontal tiende a ser mas pronunciada en pacientes no controlados
o mal controlados, se podria plantear la hipotesis de que la normalizacion de los niveles de
glucosa en sangre podria detener la progresion de la enfermedad periodontal. Sin embargo,
esto no es cierto, puesto que Sastrowijoto y cols. (1990), demostraron que cuando existe
una mejoria del control metabdlico en la diabetes tipo 1, los pacientes no mejoraron la
condicién periodontal clinica. La condicidon periodontal s6lo mejora cuando se intensifican
las medidas higiénicas orales locales, sin embargo, la condicion periodontal seguird
deteriorandose cuando el nivel de glucosa en sangre no sea controlado (Bensch y cols.
2004).

En el estudio experimental de diabetes de McNamara y cols. (1982), se encontré que la
acumulacion de placa fue mas rapida y su composicion microbioldgica fue diferente en las
ratas diabéticas en comparacion con los animales del grupo control. Esto también ha sido
corroborado en humanos (McNamara y cols. 1982).

Con respecto a la caries, se han reportado valores similares entre grupos diabéticos y
controles (Kjellman 1970; Faulconbridge y cols. 1981). La mayoria de los estudios sobre
las posibles diferencias en los factores salivales de los pacientes diabéticos y los controles
se han centrado en la tasa de flujo salival. Los resultados muestran menor flujo salival en
pacientes diabéticos (Kjellman 1970; Bandczy y cols. 1987), aunque esto es contradictorio
ya que existen autores que demuestran un flujo similar entre ambos grupos. (Mandell 1992;
Tenovuo 1986).

Sélo Kjellman (1970) reportd una capacidad de amortiguacion superior. En contraste con
los diabéticos Banoczy y cols. (1987) y Twetman y cols. (1989) no encontraron diferencias
en los recuentos de estreptococos mutans entre los pacientes diabéticos y los controles, pero
los recuentos de lactobacilos fueron mas bajos en los pacientes con diabetes. También se ha
aceptado que la colonizacion y la incidencia de levaduras en la boca de los pacientes

diabéticos es mayor.
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Banoczy y cols. (1987), Bartholomew y cols. (1987) y Sepéld y cols. (1993), clasificaron
los sujetos diabéticos de estudio en dos grupos, evaluando su estado diabético con base a
los registros médicos a largo plazo. Los sujetos con problemas anteriores con la diabetes,
tales como la hiperglucemia severa, infecciones recurrentes, cetoacidosis, glicosuria, coma
diabético o diferentes etapas de retinopatias, neuropatias y nefropatias, se clasificaron como
“diabetes tipo 1 deficientemente controlada”. Los sujetos con complicaciones diabéticas
menos graves fueron clasificados como bien controlados. Los sujetos clasificados como un
mal control de la diabetes clinicamente experimentaron una enfermedad periodontal mas
marcada y perdida de hueso alveolar en comparacion con los bien controlados (Karjalainen

2000).
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Modelo de estudio de la Diabetes Mellitus experimental

bajo estrés mecanico

Estreptozotocina. Diabetes Experimental

Dentro de los modelos para inducir diabetes en roedores se encuentran los que emplean
agentes quimicos, siendo los mas utilizados en investigacion el aloxan y la estreptozotocina
(STZ). Estos compuestos en dosis diabetogénicas actiian especificamente sobre las células
B pancreaticas (Mora y cols. 2009).

En el parénquima pancreatico se encuentran diferentes estructuras glandulares, la porcion
endocrina estd constituida por los islotes pancredticos o de Langerhans, los cuales estan
compuestos por células productoras de glucagon, células B pancreaticas productoras de
insulina, células productoras de somatostatina y células PP productoras de polipéptido
pancreatico (Lima 2001).

También se ha encontrado que estos compuestos diabetogénicos aumentan la generacion de
radical superoxido por el sistema xantina oxidasa de las células pancredticas, de la misma
forma que estimulan la produccion de H,O, causando la fragmentacion del ADN en islotes
pancreaticos aislados de rata. Este dafio pancreatico causado por agentes diabetogénicos se
conoce como “hipotesis de Okamoto” (Mora y cols. 2009).

Los islotes pancreaticos de Langerhans pueden sufrir alteraciones funcionales y
morfoldgicas debido a farmacos que producen radicales libres, como son la aloxan y
estreptozotocina. El aloxan y la estreptozotocina son sustancias que destruyen
selectivamente a las células B pancreaticas, siendo utilizadas en la induccion de DM en
animales experimentales presentando mayor resistencia los islotes pancreaticos humanos
que los de las ratas. (Lima 2001)

Las dosis de estreptozotocina no han sido especificadas como en el caso del aloxan.
Frecuentemente se ha utilizado una sola dosis intravenosa en ratas adultas de 40 y 60
mg/kg (Ganda y cols. 1976), aunque una sola dosis de 40 mg/kg puede ser inefectiva
(Katsumata y cols. 1992). Cuando se administraron dosis de 50 mg/kg por via intravenosa
la glucosa en sangre aumento 15mg/dL. después de 2 semanas del tratamiento (Szkudelski

2001) .
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La accion de la estreptozotocina en las células B pancreaticas es acompafiada por
alteraciones en las concentraciones de glucosa e insulina. Dos horas después de la
administracion, son observados los cambios en la insulina. Estos cambios en las
concentraciones de glucosa plasmatica e insulina pancreatica, reflejan cambios en la
funcion de las células B (Szkudelski 2001). La DM posterior a la administracion de STZ
también muestra algunas complicaciones presentes en humanos con DM, incluidas la
susceptibilidad a infecciones, el dafo cardiovascular, retinopatia, alteraciones en la
angiogénesis, retraso en la cicatrizacion, retraso en la expresion de factores de crecimiento
y reduccion en la formacion 6sea (Abbassy y cols. 2008).

Shyn y cols. (2001), en su articulo “La estreptozotocina en la induccién de diabetes”,
mencionan dosis de 60mg/kg en ratas macho de 305- 382gr.

Mora y cols. (2009), trabajaron con ratas Wistar hembras entre 160 y 200gr. de peso
administrando diferentes dosis de estreptozotocina, ellos obtuvieron los siguientes
resultados: Como criterio de seleccion, previamente se habia establecido que aquellos
animales con valores de glucosa sanguinea (NGS) superiores a 200 mg/dL eran
considerados diabéticos. Esta condicion se logrd en el dia 3 para el 10% de los animales
que recibieron la dosis de 33 mg/Kg (NGS = 135 £+ 13 mg/dL), el 50% en el grupo de 50
mg/Kg (NGS =200 £+ 33 mg/dl) y el 100% de los que recibieron 75 mg/Kg (NGS = 335 +
13 mg/dL), aunque en esta Ultima se presentd la muerte del 40% de la poblacion asociada a
la toxicidad de la dosis de STZ empleada. Los promedios presentados incluyen todos los
animales del grupo (diabéticos y no diabéticos). Al dia 5, el grupo control continuaba con
NGS que podian considerarse normales (75 + 9 mg/dL), todos los animales de la dosis de
75 mg/Kg habian muerto y los demas grupos presentaban NGS estadisticamente diferentes
al grupo control y entre ellos.

Se encontr6 que el 60% de los animales con 33 mg/Kg de STZ (NGS =222 + 27 mg/dL) y
el 100% de los animales con 50 mg/Kg de STZ (NGS = 288 + 54 mg/dL) poseian NGS
superiores a nuestro valor de referencia (200 mg/dL). Estos resultados evidencian que es
necesario un tiempo de estabilizacion de al menos cinco dias después de la induccion con
una dosis de 50 mg/Kg de STZ, para asi obtener animales francamente diabéticos (Mora y

cols. 2009).
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Tejidos involucrados en el estrés mecdnico (Periodonto)

El periodonto es el conjunto de tejidos que conforman el 6rgano de sostén y proteccion del
elemento dentario. Estd sujeto a variaciones morfoldgicas y funcionales, asi como a
cambios con la edad. Asi, el periodonto se ajusta continuamente a las modificaciones que
surgen con el envejecimiento, la masticacion y el medio bucal.
De acuerdo a su funcién podemos clasificarlo en:

e Periodonto de proteccion: encia alrededor del cuello del diente y la union

dentogingival.
e Periodonto de insercion: cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar

(Aint 2010).

Figura Al. Corte transversal de primer molar superior de rata 10X. (A) Pulpa, (B)

Dentina, (C) Ligamento periodontal, (D) Cemento radicular, (E) Hueso

interradicular.
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Encia

Parte de la mucosa masticatoria que tapiza los procesos o rebordes alveolares y que rodea el
cuello de los dientes a los cuales se adhiere a través de la union dentogingival.

Por ser la encia una membrana mucosa, epitelioconjuntiva desde el punto de vista
estructural posee un doble origen embriologico. El tejido epitelial del revestimiento deriva
del ectodermo que tapiza la cavidad bucal primitiva o estomodeo y el tejido conectivo

subyacente del mesénquima cefalico o ectomesenquima.

Encia marginal

Epitelio Queratinizado / no queratinizado
Células Melanocitos, células de Langerhans, células de
Merkel.
Corion
Células Fibroblastos, células cebadas, macréfagos
Fibras Colagenas, reticulina, elaunina, oxitalan.

Encia fija, insertada o adherida

Epitelio Plano estratificado queratinizado

Células Células de Langerhans y melanocitos en mayor
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cantidad, queratinocitos IIL, I'V.

Corion

Denso, sumamente fibroso, con papilas

delomorfas. De aspecto puntiforme

Fibras

Colégenas (ligamento gingival o supracrestal)

Union dentogingival

Une la encia al diente.

Epitelio del surco

Plano estratificado no queratinizado. Muy

semejante al epitelio de union.

Epitelio de union

(Adherencia epitelial, epitelio de fijacion).

Proteccion biologica que protege al periodonto

Epitelio Plano estratificado no queratinizado

Células (Intrinsecas) queratinocitos, células basales,
células suprabasales. (Extrinsecas) granulocitos,
linfocitos, monocitos

Corion Laxo, con escasos fibroblastos y fibras de

colageno

Infiltrado inflamatorio

Neutrofilos, linfocitos, monocitos-macrofagos

Tabla Al. Células y ubicacion en la unidad periodontal (de Ferraris 2000).

Cemento

Dos tipos de tejido duro cubren las raices de los dientes. El primero denominado cemento

intermedio, se origina a partir de las células de la vaina radicular epitelial. El segundo

denominado cemento celular-acelular, que es un depodsito mas grueso de una sustancia

semejante al hueso producida por cementoblastos que se diferencian de los fibroblastos del

ligamento periodontal. Este tltimo es depositado de forma incremental, normalmente una

capa acelular va seguida de una capa celular. A diferencia del hueso el cemento no contiene

vasos sanguineos, nervios o conductos de Havers o de Volkmann que son los conductos

nutricios que contienen los vasos sanguineos y nervios en el hueso.
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El cemento radicular cumple dos funciones importantes: sella los tibulos de la dentina
radicular y sirve de insercion para las fibras periodontales para mantener el diente dentro
de su alveolo (James y Chiego 2007).

Cemento intermedio

Es una capa delgada no celular y amorfa de tejido duro. Este es depositado por la capa
interna de las células epiteliales de la vaina radicular. El cemento intermedio es la primera
capa de tejido duro que se deposita, teniendo como funcion el sellado de los tubulos
dentinarios. Como capa amorfa no celular, es similar a la capa aprismatica del esmalte en

la superficie de la corona de los dientes.
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Figura A3. Corte longitudinal de raiz. 40X. (A) Dentina, (B) Cemento radicular, (C)

Ligamento periodontal.

Cemento celular y acelular

Este cemento se deposita directamente sobre la superficie del cemento intermedio. El
cemento se muestra mas celular a medida que el espesor aumenta, probablemente para
mantener su viabilidad. La delgada capa proxima a la region cervical no requiere células
para mantener su viabilidad, ya que su superficie estd impregnada por liquidos.

El cemento se forma por medio del deposito de capas de una matriz de coldgeno que luego
se mineraliza secundariamente. La matriz joven se denomina cementoide y su formacién es

similar a la del hueso a partir del osteoide y a la dentina a partir de la predentina.
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Los cementocitos residen en lagunas y aparecen en mayor abundancia en el grueso cemento
apical. Estan situados en lo profundo del cemento, son poligonales y presentan pocos
organelos.

Sin la presencia de nervios el cemento celular es insensible al dolor lo cual es un detalle
clinico importante. El cemento también es mas resistente a la resorciéon que el hueso, y
parte de la razon de esta resistencia puede ser la falta de vascularizacion del cemento.

En la profundidad del cemento aparecen muchas lagunas vacias lo que implica que estas
c¢lulas mueren gradualmente. Algunas de estas células tienen prolongaciones largas que se
encuentran en conductillos y en contacto con cementocitos adyacentes.

Mas superficialmente, el cemento tiene haces de fibras no calcificadas que asociadas con
la funcion de insercion de las fibras periodontales. Estas fibras perforantes son
denominadas haces de fibras extrinsecas del cemento. La resorcion del cemento es una
caracteristica del cemento envejecido.

El cemento es resistente a la resorcidon en los tejidos mas jovenes. Esta es la razén por la
que el movimiento ortodoncico del diente provoca resorcion del hueso alveolar antes que la
perdida de la raiz del diente. La reparacion del cemento es un importante mecanismo
protector de la raiz.

En el cemento y hueso alveolar envejecidos aparecen ondulaciones, algunas fibras estdn
unidas a las crestas de estas ondas en lugar de estar sobre toda la superficie. Este es uno de
los cambios mas remarcables que ocurren en el envejecimiento de las estructuras de soporte

de los dientes (James y Chiego 2007).

Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo fibroso entre el hueso alveolar propiamente
dicho y el cemento que cubre la raiz. Estd compuesto de fibras, células y sustancia
intercelular. Esta Ultima consta de fibras de coldgeno y sustancia fundamental, que a su
vez contiene proteinas y polisacdridos. Las fibras de coldgeno ayudan a la unioén del

cemento con el hueso alveolar propiamente dicho.
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Este tejido es marcadamente celular, contiene fibroblastos y células vasculares, nerviosas,
Oseas y cementarias. La principal funcion del ligamento es el soporte de los dientes (James

y Chiego 2007).

Figura A4. Corte longitudinal de raiz 40X. (A)Dentina, (B) Cemento radicular acelular, (C)

Ligamento periodontal.

Se localizan dos grupos de fibras de acuerdo a su ubicacion en el diente. El grupo gingival,
localizado alrededor de los cuellos de los dientes y el grupo dentoalveolar que rodea las
raices de los dientes. Los haces de colageno estdn incluidos en el cemento de la raiz y se
extienden hacia el interior del hueso alveolar. Entre cada grupo de fibras hay un espacio
denominado espacio intersticial que contiene una red de vasos sanguineos, nervios y
linfaticos que mantienen la vitalidad del ligamento periodontal y una red de fibras mas finas
que se entremezclan en los espacios y también sirven de soporte a los densos haces de
fibras de colageno.

La regularidad de estos espacios estd claramente relacionada con las necesidades vasculares
y nerviosas del funcionamiento del ligamento periodontal rodeando el diente en intervalos
regulares y conectando con los vasos que discurren longitudinalmente hacia la raiz. Estos

espacios estan disefiados para resistir el impacto de las fuerzas masticatorias.
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La mayoria de las fibras de soporte son de colageno, aunque se han descrito pocas
parecidas a fibras elasticas, denominadas fibras de oxitalano, son de un escaso didmetro y
aparecen en la interface con los haces de colageno y las paredes de los vasos sanguineos.
Células del Ligamento Periodontal
Los fibroblastos son las que se observan en mayor numero debido al alto contenido de
colageno de este tejido permitiendo una rapida sustitucion de fibras. Investigaciones
recientes muestran que los fibroblastos ademas de formar nuevas fibras de colageno, actiian
en la degradacion de fibras deterioradas. Las fibras son ingeridas y descompuestas en
aminodacidos, estos aminoacidos son recuperados por otras células y reciclados para la
formacion de nuevas fibras de coldgeno (Gaete 2006).
Tejido 6seo
Corresponde a una forma especializada de tejido conjuntivo denso, formado también por
células (por lo menos 3 tipos identificables de células especializadas: osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos) y una matriz extracelular con fibras de colagena tipo I como su
principal componente fibroso y una matriz intersticial amorfa mineralizada (Gaete 2006).
Los osteoblastos derivan de células mesenquimales; en concreto de precursores
pluripotenciales presentes en el estroma de la médula dsea, los cuales, dependiendo de
diferentes estimulos, tienen capacidad para diferenciarse hacia fibroblastos, adipocitos,
células musculares lisas u osteoblastos. También los pericitos o células murales de los
vasos sanguineos pueden diferenciarse a osteoblastos. Son células indivisibles,
relativamente grandes, de forma redonda o poligonal. Su principal funcién es la sintesis de
matriz extracelular denominada osteoide, asi como la secrecion de componentes
macromoleculares organicos de la matriz 6sea (fibras de coldgeno, proteoglicanos,
osteocalcina, osteopontina, osteonectina, (Riancho y Gutierrez 2003) siendo necesaria su

preservacion para que el tejido 6seo mantenga sus propiedades biomecanicas.
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Figura AS. Osteoblastos de hueso interradicular ubicados en la periferia del hueso.
10X.

Los osteocitos
El osteocito, es la célula que se encuentra dentro de la matriz 6sea, proviene de células

madre mesenquimatosas diferenciandose de los osteoblastos. Son células mas pequenas y
basofilas que los osteoblastos. Rodeados por matriz 6sea calcificada, generalmente
conservan una capa delgada de osteoide, como revestimiento de sus lagunas. En su
citoplasma se conserva reticulo endopldsmico rugoso y aparatos de Golgi, con capacidad
suficiente para reparar la matriz dsea, conservandola y liberando iones de Ca de dicha
matriz cuando aumentan las necesidades corporales (Gaete 2006). El medio condicionado
de células MLO-Y4 (Células que exhiben algunos marcadores de osteocitos) induce la
diferenciacion de osteoblastos (Heino y cols. 2002) y, sorprendentemente, la diferenciacion
de células madre mesenquimales, (Heino y cols. 2004) lo que apoya a la teoria de que los
osteocitos pueden ser los que dirigen la remodelacion d6sea. Se ha pensado en la
osteocitogénesis como un proceso pasivo por el que una subpoblacién de los osteoblastos
queda atrapada en osteoide que se va mineralizando pasivamente, por lo que el osteoblasto
productor de matriz queda atrapado cuando el osteoblasto adyacente coloca osteoide
encima de la célula embebida (Franz-Odendaal y cols. 2006.) en contraparte hay
argumentos en contra de que la osteocitogénesis sea un proceso pasivo. Datos recientes
obtenidos de osteocitos aviares aislados muestran que estas células pueden enviar senales
de resorcion 6sea que generan la formacion y la activacion de osteoclastos en ausencia de
cualquier factor osteotropico (Tanaka y cols. 1995). El osteocito rodeado de osteoide debe

cumplir con dos funciones de forma simultanea: regular la mineralizacion y formar
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prolongaciones dendriticas para conectarse con los otros osteocitos y formar una red de
comunicacion. La célula sufre una transformacion dramatica al pasar de una célula
poligonal a una célula que extiende dendritas hacia el frente de mineralizacion, que es
seguido por dendritas que se extienden ya sea al espacio vascular o la superficie Osea

(Bonewald 2011).

A )

Figura A6. Osteocitos dentro de sus lagunas en hueso interradicular de rata. 10X.

El osteocito es la célula 6sea mas abundante (90-95%) y la mas longeva, pues pueden
alcanzar los 25 afios de supervivencia (Franz-Odendaal 2006). Cada osteocito posee un
elevado ntimero de hasta 50 prolongaciones de morfologia dendritica que se distribuyen por
el tejido circundante y alcanzan la superficie, utilizando canaliculos por los que circulan
pequeiias moléculas, como 6xido nitrico y prostaglandinas, que participan en una extensa
red de senalizacion que empieza a ser reconocida como una parte fundamental del control
del remodelado. Estas dendritas sirven de union con otros osteocitos cercanos y también
con los osteoblastos, células endoteliales y osteoclastos superficiales. (Batra y cols. 2012).
Es obvio que esta red osteocito-canalicular funciona como un sincitio situado y distribuido
idealmente para detectar cambios mecanicos o lesiones en la profundidad del hueso y

establecer un sistema de comunicacion necesario para atraer a la zona las células precisas
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para adaptar la forma del hueso a la carga (modelado) o iniciar una nueva unidad de
remodelado que repare el dafio ocasionado, ademas, proporcione hueso nuevo al organismo
o responda a necesidades hormonales sistémicas como la homeostasis del calcio o la
funcién renal (Findlay 2012). Diversos estudios sugieren que los osteocitos dirigen la
remodelacion 6sea a través de la regulacion de las actividades de los osteoblastos y
osteoclastos. Ademas a través de las proteinas que secretan como la proteina de matriz
dentinaria 1 y el factor de crecimiento de fibroblastos (Guo y cols. 2010), el hueso se
constituye como un organo endocrino que regula la reabsorcion renal del fosfato. El
osteocito desde su matriz de osteoide puede controlar y regular la mineralizacion. En la
transicion de osteoblastos a osteocitos, la fosfatasa alcalina disminuye, y la cinasa II de
caseina y la osteocalcina aumentan (Mikuni-Takagaki y cols. 1995). Las proteinas
selectivas o especificas del osteocito han demostrado que actiian en el metabolismo
mineral. La actividad secretora del osteocito es muy intensa, habiéndose detectado una
gran cantidad de moléculas en los canaliculos, entre las que destacan RANKL y OPG
(sefializacion de inicio de activacion de un sitio de remodelado en respuesta al estimulo
mecanico), ATP (modulacién del Ca2+ intracelular), PGE2 (promueve la osteoformacion),
oxido nitrico (promueve la osteoformacioén e inhibe la resorcion), FGF23 (modula la
proliferacion y diferenciacion celular, con acciones sistémicas de naturaleza hormonal) y la
DMP-1 (organiza la formacion de matriz mineralizada ) (Franz-Odendaal 2006).

Actualmente se ha aceptado que la reaccion de las células dseas a las cargas biomecanicas
es regulado por el flujo pulsatil del fluido canalicular (Weinbaum 1994). En principio se
pensé que la transmision de sefiales dependia de diferencias de potencial segiin avanzaba el
fluido y también se indico la presencia de factores nutricionales como mensajeros de la
respuesta mecanica. Sin embargo, hoy en dia se asume que la respuesta celular depende de
los factores mecanicos que aporta el fluido sobre los osteocitos. Los cambios en las
propiedades de la matriz ¢sea perilacunar y el tamafio lacunar influyen en el riesgo de
fractura, y cualquier mecanismo que cambie las propiedades del material de la matriz
perilacunar tendrd consecuencias mecanosensitivas en los osteocitos. (Nicoella y cols,
2008). La dindmica del flujo de liquido de la médula a través de la red lacunocanalicular de
los osteocitos, drasticamente podria afectar la funcion del osteocitos y su viabilidad

(Bonewald y cols. 2011).
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Puesto que el area de superficie del sistema lacunocanalicular de los osteocitos en el hueso
es de mayor magnitud que el area de la superficie del hueso (Marotti y cols. 1995), la
eliminacion de s6lo unos pocos angstroms de mineral por osteocitos tendria efectos
significativos sobre la circulacion y los niveles de iones sanguineos. Belanger (1969) acufio
el término osteolisis osteocitica y sugirid que ya la PTH o una dieta baja en calcio pueden
inducir esta funcidén en osteocitos. Los osteocitos también pueden expresar marcadores de
osteoclastos, tales como fosfatasa acida y la catepsina K, bajo ciertas condiciones, tales
como la lactancia, para remodelar su matriz perilacunar. (Qing y cols. 2010.)

La morfologia de los osteocitos puede ser controlada por la molécula E11/gp38/
podoplanina, un marcador de osteocitos en el osteoide (Franz-Odendaal y cols. 2006),
también llamado podoplanina, OTS-8, GP38, o PA2.25, se detectd por primera vez en la
superficie celular de los osteocitos en el hueso de rata (Wetterwald y cols.1996; Schulze y
cols. 1999) y en odontoblastos de dientes de rata (Schwab y cols 1999). También se expresa
en las células de tipo I de pulmoén de rata y de otros tejidos como cerebro, rifion, sistema
linfatico, y la piel.

Ademas E11, organiza la expresion de la tubulina, vimentina y actina, en los cuerpos
celulares y dendritas de osteocitos es crucial para mantener la morfologia dendritica
(Tanaka-kamioka y cols. 1998).

Los osteocitos sanos o en proceso de muerte celular pueden reclutar osteoclastos a los sitios
de remodelado. La apoptosis osteocitica puede ocurrir en sitios con microlesiones.
Osteocitos apoptoticos liberan cuerpos apoptoticos que expresan RANKL para reclutar a
los osteoclastos (Kogianni y cols. 2008). La muerte celular del osteocito puede ocurrir en
asociacion con condiciones patoldgicas tales como la osteoporosis y la osteoartritis, que
conducen a un aumento de la fragilidad del esqueleto (Weinstein y cols. 2000). Tal
fragilidad se considera que es debido a la pérdida de la capacidad de detectar las
microlesiones y / o las sefiales de reparacion.

La deficiencia de estrogenos aumenta las concentraciones del factor de necrosis tumoral
(TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1) y también la induccion de la apoptosis osteocitica.

La viabilidad del osteocito claramente desempeiia un papel importante en el mantenimiento

de la homeostasis y la integridad 6sea (Bonewald 2011).
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0B Figura A7. Muestra como los
osteocitos (OC) del hueso mineralizado se
comunican por medio de canaliculos o
CAN conductillos (CAN) con los osteoblastos
o (OB) situados en la superficie del hueso.

Los osteoclastos (OC) son células grandes, multinucleadas, incapaces de
reproducirse, son ricas en anhidrasa carbonica y fosfatasa 4cida resistente al tartrato
(TRAP). Se originan a partir de la fusién de precursores mononucleares. Estos no son de
origen mesenquimal, sino hematopoyético y estan relacionados con la linea monocito-
macrofago (Riancho y Gutierrez 2003). Se disponen sobre las superficies 6seas de manera
aislada o en grupos poco numerosos. Teniendo como precursor a los preosteoclastos que
son células dotadas de un solo nucleo que se adhieren a las superficies ¢seas y al fusionarse
entre si dan lugar a los osteoclastos. Miden de 20 a 100 um. y pueden tener hasta 50
nucleos. Se desplazan por las superficies 6seas reabsorbiendo la matriz en los sitios en que
se deteriora o que no es necesaria. Estan presentes en las superficies de reabsorcion, que
corresponden a bordes irregulares del hueso que en vez de ser una capa uniforme de

células, presentan osteoclastos dispersos (Riancho y Gutierrez 2003).
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Figura A8. Osteoclastos en la periferia del hueso interradicular formando una laguna de
reabsorcion. 40x. Obsérvese el citoplasma translucido, el borde de cepillo, sus multiples

nucleos y dentro del ntcleo el nucléolo.

Las Lagunas de Howship son pequefias depresiones 6seas, resultado de la absorcion
causada por el osteoclasto. En uno de los polos del OC se encuentra el llamado “borde de
cepillo” donde la membrana celular se pliega varias veces formando prolongaciones
digitiformes ramificadas que se introducen en la superficie dsea en la que se encuentra. Este
“borde de cepillo” se encuentra rodeado por la zona de sellado “sealingzone”. Mediante la
presencia de integrinas, se forma un compartimiento bajo el OC en el que se liberan
grandes cantidades de hidrogeniones que disuelven los cristales de hidroxiapatita, y
enzimas lisosomales que degradan las proteinas de la matriz, dando lugar a la absorcion
osea. La degradacion de la matriz 6sea mineralizada por parte de los OC se debe a una
combinacion de:

1) Descalcificacion focal por parte de los &cidos orgénicos que se acumulan bajo

los bordes arrugados de los OC (descalcificacion focal 4cida).

2) Digestion extracelular realizada por acidohidrolasas liberadas por exocitosis en

tales bordes (degradacion enzimatica) (Riancho y Gutierrez 2003).
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Biologia osea

Una correcta salud dsea es indispensable para que el esqueleto pueda cumplir con sus tres
funciones fundamentales: mecanica, como soporte del cuerpo; protectora, de los 6rganos
internos que delimita y metabodlica, como reserva de iones, principalmente calcio (Ca) y
fosforo (P) (Canalis, 1980). La matriz dsea presenta un 90% de colageno Tipo I, orientadas
en haces paralelos, lo que le da al tejido una estructura laminar, es por ello que presenta
resistencia a la traccion. El 10% restante del contenido orgénico es un componente amorfo
de condroitin sulfato y acido hialurénico. El hueso ademés de colageno, presenta proteinas
especificas tales como la osteonectina: proteina especifica de los huesos que fija el
colageno de la matriz a los minerales, la osteocalcina: proteina fijadora del Ca. y la
osteopontina: secretada por los osteoblastos, fosfoproteina con propiedades similares a las

de la fibronectina.

Remodelado o6seo

De forma incesante, hay zonas del hueso que son destruidas para ser sustituidas por tejido
oseo recién formado conduciendo al recambio de alrededor de un 7-10% del volumen total
del esqueleto cada afio. El remodelado se lleva a cabo por grupos de osteoblastos (OB) y
osteoclastos (OC) que constituyen las llamadas “unidades de remodelado” o “unidades
multicelulares bésicas”.

En un determinado periodo de tiempo se estima que sélo el 10% de la superficie o6sea se
encuentra en remodelacion, sin embargo los distintos tipos de hueso no poseen la misma
actividad remodeladora. El 80% del esqueleto esta formado por hueso cortical y sélo el
20% del volumen 6seo por hueso trabecular, siendo este tltimo el metabolicamente mas
activo y el que aporta el mayor porcentaje al recambio 6seo de todo el esqueleto (Reynaga
y Zeni 2009).

La actividad remodeladora de todo el esqueleto, puede evaluarse bioquimicamente a través
de la medicion de los marcadores bioquimicos del remodelado 6seo (Reynaga y Zeni 2009).
Los marcadores de formacion (fosfatasa alcalina Osea, osteocalcina y propéptidos del
colageno tipo I amino y carboxilo terminal) provienen de la actividad de osteoblastos y los

de resorcion (fosfatasa &cida tartrato resistente Sb, telopéptidos carboxilo y amino
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terminales, piridinolinas, hidroxiprolina y calciuria) provienen de los osteoclastos. La
utilidad clinica de los marcadores consiste en determinar cambios en el remodelado dseo.

(Reynaga y Zeni 2009).
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Figura A9. Ciclo del remodelado ¢éseo humano (Hock y cols. 2001).

No se conoce con certeza qué desencadena el inicio de un nuevo ciclo de remodelado en un
lugar y momento determinados. No obstante, se piensa que en ello desempefian un papel
importante los osteocitos, marcando el lugar donde debe producirse la activacion de los
precursores osteocldsticos para iniciar la resorcion (Bonewald 2011). Es decir, los
osteocitos pueden ser los sensores de situaciones inductoras del remodelado, como la
aparicion de microfracturas o la modificacion de las fuerzas mecanicas a las que esta
sometido el esqueleto. De hecho, se piensa que la apoptosis de los osteocitos puede

desencadenar el inicio del remodelado (Reynaga y Zeni 2009).
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Los osteocitos no tienen conexiones fisicas con las células de la médula. Por tanto, si
actian sobre los precursores osteoclasticos debe de ser a través de mecanismos humorales.
De hecho, se ha demostrado que estas células producen diversos mediadores que pueden
influir en la osteoclastogénesis, como Oxido nitrico, TGFf, prostaglandinas o RANKL
(Dallas y Bonewald 2010). Sin embargo, se desconoce si realmente esos productos de los
osteocitos influyen directamente en la osteoclastogénesis. Otra posibilidad es que la
activacion de la osteoclastogénesis sea indirecta, a través de las células de revestimiento.
De hecho, los osteocitos emiten prolongaciones citoplasmaticas que constituyen una espesa
red que comunica cada osteocito con otros osteocitos vecinos, asi como con las células de
revestimiento de la superficie trabecular.

Células de estirpe osteoblastica producen diversos factores que ejercen un efecto
quimiotactico sobre los precursores de los osteoclastos. De hecho, la atraccion de esos
precursores debe ser un paso inicial esencial para el inicio de la resorcion. Entre las
moléculas quimiotacticas se encuentran el factor derivado de las células estromales (SDF) y
la proteina quimiotactica de monocitos tipo 1 (MCP-1). Por otro lado, las células
osteoblasticas sintetizan algunos factores que son esenciales para la diferenciacion de los
osteoclastos. Uno de ellos es el factor estimulante de las colonias de tipo monocito
macrofago (M-CSF o CSF-1). Su importancia queda claramente de manifiesto en algunos
modelos experimentales murinos, en los que se ha demostrado que la falta de M-CSF
impide la formacion de osteoclastos y conduce a la aparicion de osteopetrosis (Raggatt y

Partridge 2010).
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Ademas de inducir la diferenciacion de los precursores, el RANKL puede potenciar la
actividad de los osteoclastos maduros e inhibir su apoptosis. El RANKL puede tener
también un efecto quimiotactico indirecto sobre los precursores. Los osteoblastos pueden
sintetizar diversas citocinas que promueven la resorcion de hueso. Es el caso de la IL-6 o el
TNF. Es posible que su papel sea mas importante en condiciones patologicas, como la
pérdida brusca de la funcion gonadal o la destruccion dsea ligada a procesos inflamatorios,
que en condiciones fisioldgicas (Passeri y cols. 1993). Los osteoblastos también producen
otras moléculas pequefias, como el 6xido nitrico, que puede tener efectos bifasicos sobre la
actividad osteoclastica (Riancho y Gutierrez 2003). Hay que tener en cuenta que muchos de
los efectos de las hormonas que regulan la resorcion dsea no se deben a acciones directas
sobre los osteoclastos. Por el contrario, estdn mediados por cambios en la sintesis de
factores osteoblasticos que secundariamente actian sobre los precursores osteoclasticos, de
manera especial el RANKL vy la osteoprotegerina. Es decir, estos sistemas moleculares son
los traductores de los factores hormonales sistémicos a nivel del microambiente 6seo
(Riancho y Delgado-Calle 2011).

La osteoprotegerina (OPG) es un receptor trampa (decoy) que actia como antagonista del
RANKL. Es una proteina liberada por los osteoblastos en forma soluble para proteger al
esqueleto de una excesiva resorcion 6sea. Al unirse al RANKL lo bloquea para su union al
RANK inhibiendo la diferenciacion y activacion del precursor osteoclastico y aumentando
su apoptosis, por lo cual la relacion RANKL/OPG es indicativa de la osteoclastogénesis en
una serie de enfermedades del remodelamiento 6seo (Reynaga y Zeni 2009).

La medicion de OC no carboxilada es considerada un indice de deficiencia de vitamina K y

podria jugar un rol, en el futuro, para predecir la masa 6sea y el riesgo de fracturas.
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SECUENCIA DEL REMODELADO OSEO

Precursor Llegada al hueso en una zona determinada
Osteoclastico Diferenciacion y reabsorcion
Osteoclasto Dos semanas después existe una pequefia cavidad (con forma de tinel en

el hueso compacto y de laguna en el trabecular)

FASE DE INVERSION

Células Tapizado de la cavidad
mononucleares

Precursores Proliferacion y diferenciacion
osteoblasticos Sintesis de osteoide en la cavidad
FASE DE FORMACION DE HUESO

2 -4 MESES

Acoplamiento Aposicion de hueso

Renovacion del hueso

Modificaciones estructurales que permiten mejor adaptacion a
estimulos mecanicos, disposicion de una cantidad de calcio y
fosforo, permitiendo el mantenimiento de la homeostasis

fosfocalcica, y una calcemia normal

Tabla A2. Secuencia del remodelado 6seo en humanos (Riancho y Gutierrez 2003).

Inflamacién diabetes y remodelado 6seo

Un proceso inflamatorio localizado en el propio hueso o sus proximidades puede alterar el
tejido dseo. Casi siempre esa alteracion va a suponer una destruccion del tejido, es decir,
una disminucion de la masa Osea.

Existen mediadores que se producen en el foco inflamatorio y que promueven la actividad
osteoclastica. Algunos, como la IL-8 (interleucina 8) o la MIP-1 (proteinas inflamatorias de
macrofagos), ejercen efectos quimiotacticos y favorecen el reclutamiento de OC hacia la
zona afectada. Otros favorecen la osteoclastogénesis o la actividad de los OC maduros.
Entre ellos se incluyen tanto péptidos (IL-1, TNF, IL-6, RANKL) como factores no

proteicos (6xido nitrico, prostaglandinas, leucotrienos, radicales libres). Ademas, los
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propios macréfagos pueden contribuir a la resorcion de hueso, aunque no son capaces de
resorber hueso en profundidad excavando auténticas lagunas, pero si pueden llevar a cabo
una cierta resorcion superficial.

La inflamacion promueve la destruccion del tejido 6seo y ésta favorece la duracion de la
inflamacién. Entonces posiblemente los farmacos que bloquean la resorcidon, como los
bifosfonatos, podrian también reducir el proceso inflamatorio. En el caso de los procesos
infecciosos algunos productos bacterianos pueden actuar directamente sobre los OB
inhibiendo la sintesis de proteinas de la matriz 6sea, como la coldgena o la osteocalcina
(Riancho y Gutierrez 2003).

En estudios anteriores se ha demostrado que los osteocitos del hueso alveolar responden a
la hiperglucemia mostrando una disminucion en su densidad. Como estas células estan
implicadas en la mecanotrasduccion que regula la osteogénesis en las zonas de tension de la
formacion de hueso, las alteraciones tempranas de estas células causadas por la
hiperglucemia pueden estar asociadas con la disminucion de la formacion dsea observada

en los animales diabéticos sometidos a fuerzas ortodoncicas. (Villarino y cols. 2006)

El analisis de los efectos de la insulina sobre las células 6seas ha demostrado que posee un
claro efecto anabolico sobre a matriz y el mineral 6seo.

En las ratas diabéticas por aloxan o estreptozotocina, la disminucion en el crecimiento tiene
un obvio impacto en todas las variables del tejido Oseo. Las tasas de formacion y
reabsorcion Oseas estan reducidas. El impacto de la diabetes sobre la masa 6sea puede ser
evaluado comparandola con la de los animales controles de la misma edad. Si la
insuficiencia insulinica es leve (glucemias matutinas entre 1 y 3 mg/L) la masa ésea
corporal no estara afectada.

Comparando la densidad mineral del hueso sin patologia y con patologia, entre la 6* y 11?
semana de edad los animales diabéticos pierden aproximadamente el 49% de la densidad
mineral en las areas de reabsorcion (Garcia 2008).

La DM puede afectar el hueso mediante distintos mecanismos, por supuesto la
hiperinsulinemia puede promover la produccion dsea. Por otra parte los bajos niveles de
insulina en la DM tipo 1 causan una reduccion de la densidad mineral 6sea y por lo tanto
una disminucion de la masa esqueletal alterando las lineas de crecimiento, la composicion

corporal y la cicatrizacion de heridas.
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Sin embargo en el sistema estomatognatico no ha sido bien documentado el efecto de la
DM sobre el metabolismo 6seo y el crecimiento craneofacial.

El metabolismo 6seo esta afectado por la DM tipo 1 ya sea a través del efecto directo de la
deficiencia insulinica, por la hiperglucemia o por el dafo vascular a largo plazo.

Datos previos sugieren que la accion del osteoblasto puede ser corregido mediante el
control glicémico, indicando que la hiperglucemia produce una discapacidad directa en el
metabolismo 0seo.

El hueso craneofacial es bien sabido que tiene un variado crecimiento a diferentes
velocidades y una maduracion a diferentes tiempos. La respuesta ante la interrupcion del
crecimiento creaneofacial en mas complejo que en el esqueleto apendicular. Puede
esperarse que las diferentes partes del complejo craneofacial respondan de una manera
distinta ante el mismo estimulo biomecénico y hormonal. La DM tipo 1 (DMTI1) ha
mostrado tener una afeccion en el crecimiento general en los pacientes diabéticos debido a
la deficiencia insulinica y en consecuencia un retardo en la maduracion esqueletal. La
aplicacion de fuerzas ortoddncicas genera reacciones en el tejido que no solo estan
relacionadas a factores locales asociados con la oclusion dental si no también con factores
sistémicos afines con el metabolismo general d¢seo de hormonas y citoquinas. Esto se ha
visto en el metabolismo 6seo teniendo un impacto significante en la reaccion de los tejidos
asi como en el movimiento dental durante el periodo de retencion. Ademas es de suma
importancia conocer el mecanismo del metabolismo 6seo en casos de DM especialmente

relacionado con el dafio craneofacial (Abbassy y cols. 2008).

En el estudio de Claudino (2007), se demostr6 el aumento en la perdida de hueso alveolar
en ratas diabéticas, acrecentando el numero de células inflamatorias después de 3 meses de
ser inducidas con aloxan, ademas de una importante reduccion en la densidad de las fibras

de colageno 6, 9 y 12 meses después. Estas fueron comparadas con un grupo control.
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Figura A11. Cambios asociados con la pérdida de hueso alveolar en grupos de ratas
diabéticas. Las ratas diabéticas presentaron una importante pérdida 6sea alveolar, iniciando
3 meses después de la inyeccion de aloxan comparadas con el grupo control (Claudino y

cols. 2007).

Shyng y cols. (2001) registran en un andlisis histomorfométrico de hueso perdido de
40.9% en ratas diabéticas, mientras que en las ratas sanas se obtuvo un 54.3%.

Existen estudios experimentales sobre la calidad del hueso incluso cuando la diabetes no
era tan significativa. Por lo tanto deberia ser considerado que la actividad del hueso
interradicular formado en animales diabéticos podria no ser el mismo en animales sanos,

incluso cuando el volumen se mantiene intacto (Villarino y cols. 2011).

Movimiento Ortodoncico (estrés mecdnico)

Segun la American Association of Orthodontists 1981:

“La ortodoncia es el area de la odontologia que se ocupa de la supervision, la guia y la
correccion de las estructuras dentofaciales en crecimiento y maduras, incluidas aquellas
situaciones que requieren el movimiento de dientes o la correccion de relaciones deficientes
y malformaciones de estructuras, por medio del ajuste de las relaciones entre los dientes y
de los dientes con los huesos faciales, por la aplicacion de fuerzas exodgenas y/o

estimulacion y reorientacion de las fuerzas funcionales dentro del complejo craneofacial.
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La ortodoncia es una terapia ortopédica. Estas fuerzas, que son controladas, generan
respuestas bioldgicas en las células y los tejidos por procesos como la transduccion y las
sefales intercelulares” (Frydman 2005).

Los estimulos mecanicos se traducen en una respuesta biologica. Este proceso se denomina
Mecanotransduccion, y consta de varios pasos:

1. Acoplamiento mecanico: las fuerzas mecéanicas actian como sefiales que son
recogidas por células sensoriales.

2. Acoplamiento bioquimico: la sefial mecanica recogida desencadena una via de
sefalizacion que finalmente provoca un acontecimiento celular como la activacion
de un gen.

3. Transferencia de una sefial desde una célula sensorial a las células efectoras.

4. Respuesta de las células efectoras (Llanos 2012).

Para que un diente se mueva deben formarse osteoclastos que puedan eliminar el tejido
6seo de la zona adyacente a la parte comprimida del LPD. También se requiere la presencia
de osteoblastos para formar nuevo tejido 6seo en el lado sometido a tension y para
remodelar las zonas reabsorbidas en el lado de la presion. Los experimentos realizados con
animales sugieren que so6lo cuando las fuerzas se mantienen durante unas 4 horas
comienzan a aumentar los niveles de nucleotidos ciclicos en el LPD lo que significa que la
presion debe mantenerse para producir osteoclastos (de la segunda oleada) necesarios para
estimular la diferenciacion celular (Proffit y cols. 2009). Pueden pasar hasta 48 horas antes
de que aparezcan los primeros osteoclastos en el LPD comprimido y sus alrededores.
Estudios de cinética celular indican que llegan en dos oleadas, lo que quiere decir que
algunos (la primera oleada) pueden derivar de una poblacion celular local, mientras que
otros (la segunda oleada, de mayor magnitud) proceden de zonas distantes y llegan a través
del flujo sanguineo. Estas células atacan la ldmina dura adyacente, eliminando hueso
mediante el proceso de “reabsorcion frontal” y el movimiento dental empieza poco
después, al mismo tiempo pero con algun retraso, de tal forma que el espacio del LPD
aumenta de tamafio, los osteoblastos (reclutados localmente a partir de células progenitoras
del LPD) forman tejido 6seo en el lado de la tension e inician la actividad remodeladora en

el lado de la presion (Proffit y cols. 2009).
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Figura Al12. Esquema de la inclinacién del diente que
puede ocurrir en el movimiento ortodoncico. A medida que
la corona del diente se desplaza hacia la izquierda, la raiz se
. mueve hacia la derecha. Los osteoclastos aparecen en las
zonas A, que acompafian a la resorcion dsea, mientras que
los osteoblastos apareceran en las zonas B con formacion

de hueso (Gaete 20006).

Las caracteristicas histologicas que acompanan a las modificaciones generadas por las
fuerzas ortoddncicas incluyen: cambios en el ntimero y el tipo de células, alteraciones
vasculares y en la matriz extracelular. En el movimiento dental ortodoncico interviene el
mecanismo de transduccion, es decir, la conversion de una fuerza fisica (mecdnica,
electrostatica) en una respuesta biologica. Las sefiales iniciadoras de cambios metabodlicos
en las células y los tejidos periodontales son: alteracion del flujo sanguineo y linfético,
cambios de presion y volumen en el espacio periodontal, distorsion de moléculas de la
matriz, distorsion de la membrana plasmatica y el citoesqueleto, efectos bioeléctricos
generados por estrés (flexion del hueso) inducido mecénicamente en las fibras colagenas y
en los cristales de hidroxiapatita (las cargas electronegativas producen osteogénesis,
mientras que las cargas positivas se perciben en las superficies convexas y dan lugar a
resorcion) influencias hormonales, fendmenos inflamatorios y otros acontecimientos

nerviosos € inmunocelulares (Frydman 2005).
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- Alas 8 horas se nota un pico de preosteoblastos nuevos.

- Alas 20 horas son evidentes niveles maximos de sintesis de DNA

- Hacia las 30 horas se nota un salto en la actividad mitotica

- Después de 35 horas se acumulan progresivamente nuevos osteoblastos marcados
- 40 a 48 horas después de la aplicacion de la fuerza se inicia la formacion de hueso

nuevo.

Tabla A3. Secuencia cinética celular asociada con la induccion ortodoncica de formacion

de hueso nuevo (Graber 2003).

Fenémenos en el lado de compresion

Los monocitos, células circulantes de la sangre, salen de los vasos y se agregan para formar
una célula multinucleada especializada en la resorcion: el osteoclasto y crean espacio para
el movimiento dental, por resorcion Osea. Aparecen pocas horas después de iniciada la
aplicacion de la fuerza. En el ligamento ocurre ademas una proliferacion vascular (mediada
por factores de crecimiento como el factor endotelial de crecimiento vascular, VEGF) y alta
actividad celular. Se produce el recambio de fibras coldgenas periodontales; en este

proceso, los fibroblastos también actian como fibroclastos (Frydman. 2005).

Fenomenos en el lado de tension

Aqui se produce un aumento de las células 30-40 horas después de la aplicacion de la
fuerza ortodoncica. Hay un gran recambio de elementos fibrosos por macrofagia y
fagocitosis que realizan los fibroblastos/ fibroclastos y dilatacion vascular.

A medida que las fibras se estiran, se deposita una matriz organica no mineralizada en
estrecha relacion con la pared alveolar: es el osteoide depositado por los osteoblastos del

tercio ostedgeno.

50

—
| —



Efecto del estrés mecéanico en hueso alveolar de ratas diabetizadas con estreptozotocina.
Olalde Vazquez Adriana Belén

La mineralizacion del osteoide se produce en forma progresiva, en capas, desde las mas
profundas hasta las mas superficiales. También puede observarse un depdsito de cemento

sobre la raiz (Frydman 2005).

Efectos de la presion ortoddncica en el Ligamento Periodontal

Seglin la teoria de presion-tension, la alteracion del flujo sanguineo en el seno del LPD se
debe a la presion mantenida que obliga al diente a cambiar de posicion en el espacio del
LPD, comprimiéndolo en algunos puntos y tensandolos en otros. El flujo sanguineo
disminuye donde el LPD queda comprimido y suele mantenerse o aumentar en los puntos
de tension. Si se tensan excesivamente algunos puntos del LPD, el flujo sanguineo puede
disminuir de forma pasajera. Las alteraciones del flujo sanguineo inducen rapidos cambios
en el entorno quimico. Por ejemplo, los niveles de oxigeno disminuirdn en la zona
comprimida, pero podrian aumentar en el lado sometido a tensién y también cambiaria la
proporcion relativa de otros metabolitos en cuestion de minutos. Estos cambios

bioquimicos estimularian mas adelante la diferenciacion y las actividades celulares.

Cuanto mas intensa sea la presion mantenida, mayor sera la reduccion del flujo sanguineo a
través de las zonas comprimidas del LPD (ligamento periodontal) hasta el punto en que los
vasos quedan totalmente colapsados y deja de fluir la sangre por ellos. Esta secuencia
tedrica se ha podido confirmar en experimentos con animales: al aumentar la fuerza que
acttia sobre un diente, disminuye la perfusion del LPD en el lado de la compresion (Proffit

y cols. 2009).

Tiempo

Presion Respuesta

Presion leve .
intensa

<1 seg. El liquido del LPD no se comprime, el hueso alveolar se

flexiona, se genera una sefial piezoeléctrica.

1-2 seg. Se exprime el liquido del LPD, el diente se mueve dentro

del espacio del LPD.
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3-5 seg. Los vasos sanguineos del LPD quedan parcialmente
comprimidos en el lado de la presion y dilatados en el lado
de la tension. Hay distorsion mecanica de las fibras y

células del LPD.

Minutos Se altera el flujo sanguineo, empieza a cambiar la tension

del oxigeno, se liberan prostaglandinas y citocinas.

Horas Se producen cambios metabolicos: mensajeros quimicos
modifican la actividad celular, cambian los niveles

enzimaticos.

~4 horas Aumentan los niveles detectables de AMPc, comienza la

diferenciacion celular en el LPD.

~2 dias Comienza el movimiento dental al remodelar los

osteoblastos/osteoclastos el alveolo 6seo.

Los vasos sanguineos del LPD quedan ocluidos en el lado

de la presion.

Se interrumpe el flujo sanguineo a la zona comprimida del

LPD.

Muerte celular en la zona comprimida

Diferenciacién celular en los espacios medulares

adyacentes, comienza la reabsorcion basal.

La reabsorcion basal elimina la lamina dura adyacente al

LPD comprimido. Se produce el movimiento dental.

Tabla A4. Respuesta del tejido periodontal a la presion mecanica (Proffit y cols. 2009)
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Efectos de la presiéon ortoddncica en el cemento radicular

Investigaciones recientes han confirmado que cuando se aplican fuerzas ortoddncicas se
suele producir una agresion contra el cemento de la raiz semejante al que sufre el hueso
adyacente, pero también se produce una reparacion de dicho cemento.

Rygh y cols. (2014), han demostrado que el cemento adyacente a las areas hialinizadas
(necroticas) del LPD queda “marcado” por este contacto y que los osteoclastos atacan este
cemento cuando se repara el LPD.

Esta observacion permite explicar porque una fuerza ortodoncica intensa y continuada
puede dar lugar a una grave resorcion radicular. Un examen cuidadoso de la superficie de
las raices de los dientes movilizados ortodoncicamente revela la existencia de zonas
reparadas de reabsorcion del cemento y la dentina de la raiz. Parece ser que el cemento y la
dentina (si es que la reabsorcion atraviesa el cemento) son eliminados de la superficie de la
raiz mientras actua la fuerza activa y posteriormente es restaurado durante los procesos de

inactividad relativa (Brudvik y Rygh 1995).

Efectos de la presion ortoddncica en el hueso alveolar

Por fortuna no es frecuente observar una pérdida excesiva de altura en el hueso alveolar
como complicacion del tratamiento ortodoncico. En una muestra importante de pacientes,

la perdida de altura del borde alveolar media fue inferior a 0.5mm y nunca fue superior a
Imm (Kennedy y cols. 1983).

También se observaron los niveles minimos sobre los niveles de hueso alveolar en
pacientes ortodoncicos seguidos a largo plazo. La causa radica en que la posicion de los
dientes determina la posicion del hueso alveolar, cuando los dientes erupcionan o son
movilizados, arrastran con ellos el hueso alveolar. La tinica excepcion es el movimiento
dental en presencia de trastorno periodontal activo, e incluso los pacientes que han sufrido
pérdida dsea por un trastorno periodontal pueden recibir un tratamiento ortodoncico con
una buena respuesta dsea, siempre que se llegue a controlar bien la patologia periodontal

(Proffit y cols. 2009).
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Acontecimientos bioldgicos ante una fuerza intensa

Cuando sucede que la fuerza mantenida que act@ia sobre el diente es lo bastante intensa
como para ocluir totalmente los vasos sanguineos y cortar el suministro de una zona del
LPD en vez del estimulo de las células de la zona comprimida del LPD para que se
conviertan en osteoclastos, se produce una necrosis aséptica, en la zona comprimida.
Debido a su aspecto histologico tras la desaparicion de las células, se denominaba
tradicionalmente ‘“hialinizada” a esa zona avascular, aunque nada tiene que ver con la
formacion de tejido hialino, si no que representa la perdida inevitable de todas las células al
interrumpirse totalmente el aporte sanguineo. Cuando se produce este fendémeno, células
procedentes de zonas adyacentes intactas deben encargarse de remodelar el hueso
adyacente a la zona necrosada.

Tras una demora de varios dias, elementos celulares de zonas adyacentes intactas del LPD
empiezan a invadir la parte necrosada (hialinizada), y lo que es mas importante, aparecen
osteoclastos en los espacios adyacentes de la medula 6sea que empiezan a atacar la base
Osea adyacente a la zona necrosada del LPD, este proceso recibe el adecuado nombre de
“reabsorcion basal” dado que el ataque se efectua desde la parte inferior de la ldmina dura.
Cuando se producen la hialinizacion y la reabsorcion basal se retrasa inevitablemente el
movimiento dental (Proffit y cols. 2009).

Las fuerzas intensas dan lugar a una rapida aparicion del dolor, a necrosis de los elementos
celulares del ligamento periodontal y al fendmeno de reabsorcion basal del hueso alveolar

cercano al diente afectado (Proffit y cols. 2009).
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Metodologia

Consideraciones éticas y legales

Los animales utilizados en este proyecto fueron tratados de acuerdo a la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z0O0-1999, ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA
LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO ;

1 NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Dia 0 Dia 2 Dia 10 Dia 12 Dia 14 Dia 16
Grupos Administracion ~ Medicion Colocacion Sacrificio Sacrificio Sacrificio
de STZ (*)/ de del aparato (48 horas post (96 horas post (122 horas
buffer de glucosa aparato.2D) aparato. 4D) post aparato.
citratos(**) 6D)
Experimental 1(E1) & & & &
Experimental 2 (E2) * * * *
Experimental 3 (E3) * * * *
Control 1 (C1) *k * * *
Control 2 (C2) *k * * *
Control 3 (C3) *k * * *
Sana Buffer (N s/em) *K *
Diabética STZ (H s/em) * *

Tabla M1. Diseno experimental para el modelo de estrés mecéanico en ratas diabetizadas
con estreptozotocina.

Se utilizaron 32 ratas tipo Wistar macho de 200-250gr. Distribuidas aleatoriamente en 3
grupos experimentales (4 en cada uno) y 1 grupo control formado por 12 ratas divididas en
3 grupos aleatoriamente. Fueron alojadas en el bioterio de la FES Iztacala durante 12-16
dias, de 2 a 3 ratas por caja con aserrin que garantizo la absorcion de orina, excremento y
desperdicio de agua, favoreciendo su aislamiento térmico. Cada caja estuvo identificada
mediante un tarjeton con los datos del proyecto. El alimento y el agua fueron de libre
acceso, (ad libitum), la iluminacion fue mediante luz artificial con cambios de ciclos cada
12 horas. La temperatura fue de 18° a 25°C. Con una humedad méaxima de 54% y la minima

de 13%. Las ratas se marcaron para su identificacion mediante marcadores de tinta
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permanente libres de Xilol, no toxicos de diferentes colores, formando anillos en la cola

dependiendo de cada caso.

Figura M1. Aislamiento de las ratas dentro del bioterio e identificacion por medio de

tarjetones.

Grupos experimentales

Una vez seleccionados pesados y marcados los grupos, se indujo Diabetes Mellitus tipo 1
con la aplicacion intraperitoneal de 65mg/Kg de peso de estreptozotocina (STZ) de la casa
comercial Sigma Aldrich, tomando la mediciéon de glucosa 2 dias después de la

administracion. Mediante el dispositivo Accu Chek performa 300 (ver ANEXO 1).

Figura M2. Administracion intraperitoneal de estreptozotocina para la induccion de

diabetes mellitus tipo 1.
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e Ocho dias después de la induccidon con estreptozotocina se colocd el aparato
ortoddncico que consistioé en un arco de Niquel Titanio 0.012”. (Entre los 1°s y 2%

molares superiores).

Figura M3. Colocacion del aparato de ortodoncico entre los 1°s y 2°s molares

superiores.

e Para obtener la anestesia general de la rata se utiliz6 como relajante Xilazina 7ml/kg
aplicandola inicialmente, siguiendo con la administracion de Ketamina 60ml/kg

aplicandola de 5 a 10 minutos después de la Xilazina.

Logrando la relajacion de la rata por medio de la Xilazina se disminuye la cantidad de
anestésico a utilizar (Ketamina), ademas de un mejor manejo de la rata.

Durante el tiempo que la rata estuvo bajo anestesia se colocaron gotas de agua estéril en los
ojos para mantenerlos hidratados. Las ratas fueron frotadas para reanimarlas una vez

colocado el aparato ortoddncico.

e El grupo El fue sacrificado a los 6 dias, el grupo E2 a los 2 dias y el grupo E3 a los
4 dias. Por medio de sobreexposicion a CO;. Se extrajo el maxilar, y se fijaron los

tejidos con paraformaldehido al 4% con un pH de 7.4 (ver ANEXO 2).

57

—
| —



Efecto del estrés mecanico en hueso alveolar de ratas diabetizadas con estreptozotocina.
Olalde Vazquez Adriana Belén

Figura M4. Sacrificio de la rata mediante sobreexposicion a CO, y diseccion del maxilar.

Grupos testigo (normoglicémica) con aparato

e Aleatoriamente se hicieron 3 grupos de 4 ratas cada uno, C1,C2 y C3 haciendo
referencia a los grupos experimentales. Las ratas fueron tratadas de la misma forma

que los grupos experimentales a excepcion de la administracion de STZ.

e Se administrd6 Iml. /Kg de solucion de buffer de citratos con un pH de 4.5 (ver

ANEXO 3).

Testigo hiperglicémica-sin estrés mecanico (H s/em)
e Fueron tratadas con referencia a los grupos experimentales a excepcion de la

colocacioén del aparato ortodoncico. Fue sacrificada a los 4 dias.

Testigo Normoglicémica-sin estrés mecanico (N s/em)

e Fue tratada con referencia a los grupos testigo a excepcion de la colocacion

del aparato ortodoncico. Fue sacrificada a los 4 dias.
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Desmineralizacion

(Ver ANEXO 4)

Una vez fijados los tejidos fueron desmineralizados mediante EDTA durante 1 semana, las
muestras fueron colocadas en casetes con rejillas junto con la etiqueta de identificacion,
dentro de un vaso de precipitados con 300mL de EDTA, sobre el agitador magnético. Este
procedimiento se revisd cada 48 horas durante 1 semana. Para corroborar que los tejidos
habian sido completamente descalcificados se tom6 una radiografia de las muestras,

tomando como testigo un maxilar sin descalcificar.

Figura M5. Desmineralizacion de la muestra mediante EDTA y

confirmacion radiografica.

Posfijacion

Una vez descalcificadas, las muestras fueron posfijadas con paraformaldehido, ImL por

cada 100mL de EDTA durante 24 horas.
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Tren de alcoholes (deshidratacion de la muestra)

(Ver ANEXO 5)
e Alcohol 70° ---- 1 hora
e Alcohol 80° ---- 1 hora
e Alcohol 90° ---- I hora
e Alcohol 96° ---- I hora
o Alcohol 100° (anhidrido) --- 1 hora
o Alcohol amilico ---30 min.

e Aceite ---- 24 horas

Inclusion en parafina

En un frasco etiquetado se fundié la parafina a 60° C. y se sumergieron las muestras dentro
de los casetes.
e Parafina con aceite (parafina I) ---- 1 hora

e Parafina | 1 hora

e Parafina I 1 hora

Transcurridos estos tiempos se coloco la muestra dentro del cubo de inclusion orientandola
horizontal, con las caras vestibulares de los molares hacia la base. Se vacio parafina de
inclusion hasta llenar el cubo. Finalmente se colocod la etiqueta de identificacion. (ver

ANEXO 6).
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Cortes en microtomo

Se realizaron cortes en microtomo (Leyka) a un grosor de 7 micras. Estirando y fijando la
muestra mediante Ruyter. Una vez estirada y orientada la muestra se retird el portaobjetos
de la plancha, dejando secar el Ruyter a temperatura ambiente para evitar la formacion de
burbujas sobre la muestra. Ya seco el portaobjetos se colocd en la plancha a 47°C para su

fijacion.

Figura M6. Cortes en microtomo y fijacion de la muestra sobre el portaobjetos

Tincion Hematoxilina/Eosina

(Ver ANEXO 7)

Previo a la tincion se desparafinaron las
laminillas en el horno a 65° durante media hora.
Para el estudio histologico de las muestras,

fueron  tenidas mediante tincion de

LY

wThe W,

Hematoxilina — Eosina de acuerdo a los

siguientes tiempos:

Figura M7. Laminillas dentro

del horno a 65°C para desparafinarse.
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Lavado

Tabla M1. Tiempos para tincion HyE.
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Montaje

Para preservar permanentemente los cortes se montaron con entellan y se dejaron secar

durante 24 horas.

Figura M8. Montaje para la preservacion del corte.

Andlisis microscopico

Se utilizé microscopio optico “MOTIC BA310” ademas del programa “IMAGES MOTIC
2.0”. Se tomaron fotografias y se realizo el conteo final utilizando la magnificacion de 10X
y 40X.

El estudio histoldgico se enfocd al septum interradicular de las raices vestibulares de los
primeros molares superiores, se contd el nimero de osteoclastos en un area de 500X800pum
utilizando un aumento de 40X. Mientras que para la medicion de la laguna osteocitaria, los
osteocitos se seleccionaron en un area de 900X700pum con un aumento de 10X, solo

aquellos que su forma fuese redonda para poder utilizar el software Motic. Images Plus 2.0
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Figura M9. Zona de hueso interradicular. (A) Dentina, (B) Cemento radicular, (C)
Ligamento periodontal, (D) Resultados de las mediciones de las lagunas osteocitarias. La

barra representa 100pum.
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Figura M10. Medicion del area de la laguna osteocitaria en hueso interradicular de rata

E1(A) yCl (B).
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Resultados

Osteoclastos:

En el grupo de especimenes a los que s6lo se les administr6 buffer (N s/em) el nimero de
osteoclastos es de 1 = 0, mientras que en el grupo de ratas a las que se les administro la
estreptozotocina (H s/em) es de 4.3 + 2.5.

En los grupos testigo de especimenes sanos con estrés mecanico se obtuvieron los
siguientes resultados: C2 tuvo 6.3 £ 0.5 osteoclastos, las ratas del grupo C3 tuvieron 6.3 + 2
osteoclastos y el grupo C3 tuvo 4+1 osteoclastos.

Mientras que los grupos diabéticos experimentales con estrés mecéanico del grupo E2
tuvieron 15.3+5.6 osteoclastos, el grupo E3 tuvo 12 + 1 osteoclastos y finalmente) el grupo
El tuvo 14 + 11.7 osteoclastos. (Grafica R1).

30.0000

Nimero de Osteoclastos
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Grafica R1. En la grafica se observa el numero de osteoclastos de los grupos
experimentales y testigos en los diferentes dias de sacrificio. En los grupos a los que no se
les aplicd estrés mecanico (N s/em, H s/em), el numero de osteoclastos fue menor que en
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los grupos con estrés mecanico. En los grupos hiperglicémicos con estrés mecanico (E1,
E2, E3) fue mayor el numero de osteoclastos en comparacion con los grupos
normoglicémicos (C1, C2 C3). Como se puede observar en los grupos diabéticos hay un
notorio aumento del nimero de osteoclastos en el hueso alveolar interadicular con respecto
a las ratas normoglicémicas.

A

Figura R1. Osteoclastos en el hueso alveolar de ratas normoglicémicas sometidas a estrés
mecanico. Obsérvense los osteoclastos multinucleados en la superficie 6sea formando
lagunas de resorcion.

En las comparaciones entre el nimero de osteoclastos presentes en las superficies del hueso
alveolar de los diferentes grupos utilizando el andlisis de varianza (ANOVA) encontramos
que existen diferencias entre el grupo sano sin estrés mecénico (N s/em) y los tres grupos
diabéticos experimentales (E1, E2, E3).Tabla R1.

osteoclastos

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 569.167 7 81.310 3.529 017
Intra-grupos 368.667 16 23.042
Total 937.833 23

Tabla R1. ANOVA, analisis de varianza del nimero de osteoclastos de los diferentes
grupos.
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El analisis post hoc de Tukey nos muestra que las diferencias estadisticamente
significativas estuvieron entre los grupos diabéticos con estrés mecanico de 2 y 6 dias (E2
Y E).

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de osteoclastos entre el grupo H
s/em (4.3£2.51) y el grupo N s/em (1+0). Mientras que entre el grupo N s/em (1+£0) y los
grupos C1, C2 y C3 las diferencias significativas fueron nulas. (Tabla R2).

Media de osteoclastos | p > 0.05
estréstbuffer 2D 6.3+5.7 0.192
Buffer sin estrés mecanico (C2)
(N s/em) estrést+buffer 4D 6.3+£2 0.192
1+0 (C3)
estrést+buffer 6D 4=£1 0.455
(1)

Tabla R2. Andlisis post hoc de la media de osteoclastos entre grupo normoglicémico sin
estrés mecanico y grupos normoglicémicos con estrés mecanico

Se encontraron diferencias significativas entre los grupos hiperglicémicos con estrés
mecanico de 2 y 6 dias (E2, E1) en comparacion con los grupos normoglicémicos con
estrés mecanico (C1,C2, C3) siendo mas significativo el grupo E2 (Tabla R3 y R4).

Media de osteoclastos | p<0.05
estréstbuffer 2D 6.3+£5.7 0.036*
estrés + diabetes 2D (C2)
(E2) estrést+buffer 4D 6.3+2 0.036*
15.3£5.6 (C3)
estrést+buffer 6D 4+1 0.011*
(C1)

Tabla R3. Anadlisis post hoc de la media de osteoclastos entre el grupo E2 y C1, C2 y C3.

estrés + diabetes 6D Media de osteoclastos | p<0.05
(ED) estrés+buffer 6D 4+1 0.021*
14+1 (C1)

Tabla R4. Andlisis post hoc de la media de osteoclastos entre los grupos E1y Cl.
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-En relacion al area de las lagunas osteocitarias se encontraron los siguientes resultados:

En las ratas de los grupos N s/em e Hs/em, se encontrd6 que el area de las lagunas
osteocitarias de las ratas normoglicémicas en promedio fue de 56.1 pm® +21.9 mientras
que en las ratas hiperglicémicas es de 112.3um?+22.2.

Figura R2. Distribucion de osteocitos en sus lagunas en el hueso alveolar de ratas sin estrés
mecanico. (A) N s/em (B) H s/em
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En los grupos control C1, C2 y C3 se encontrd que el 4rea de la laguna osteocitaria en
promedio es de 90.3um* +2.8 en las ratas del grupo C2, en el grupo C3 es de 70.4 pm’
+22.7 y finalmente en las ratas del grupo C1 fue de 67.0 um” +24.2.

Figura R3. Distribucion de osteocitos en sus lagunas en el hueso alveolar de ratas
normoglicémicas con estrés mecanico. (A)C2, (B) C3, (C) Cl1.
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En el grupo experimental E2 se encontr6 que el area de la laguna osteocitaria en promedio
es de 139.4 pm® £46.7, en el grupo E3 es de 114.4 um”+35.6 y finalmente en el grupo El
fue de 126.2 um?* +20.5.

Figura R4. Distribucion de osteocitos en sus lagunas en el hueso alveolar de ratas
hiperglicémicas con estrés mecanico. (A) E2, (B) E3, (C) El.
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Grafica R2. Media de las areas de las lagunas osteocitarias de los grupos normoglicémicos
e hiperglicémicos con y sin estrés mecanico a diferentes dias de sacrificio. El area de la
laguna osteocitaria fue mayor en los grupos hiperglicémicos con y sin estrés mecanico (H
s/em, E1, E2 ,E3) en comparacion con los grupos normoglicémicos (N s/em, C1, C2, C3).

En las comparaciones de los valores de las areas de las lagunas osteocitarias entre los
diferentes grupos utilizando el analisis de varianza (ANOVA) encontramos que existen
diferencias significativas entre los grupos Hiperglicémicos y normoglicémicos con y sin
estrés mecanico. (Tabla 5.)

ANOVA
Area de la laguna osteocitaria
Suma de Media
cuadrados o] cuadratica F Sig.
Inter-grupos 65063.867 7 9294.838 11.534 .000
Intra-grupos 58020.102 72 805.835
Total 123083.969 79

Tabla R5. ANOVA, analisis de varianza del area de las lagunas osteocitarias de los
diferentes grupos.
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El anélisis post hoc de Tukey nos muestra que las diferencias estadisticamente

significativas se encontraron en los siguientes grupos.

Media del area p<0.05
de las lagunas osteocitarias *)
i icémi licémi .001*
Hlperghcemlca Normoglicémica 56.1 umzi-21.9 0.00
(H s/em) (N s/em)
112.3 um?2+22.2 | estrés +buffer 4D 70.4 um?+22.7 0.031*
(C3)
&s +buffer 6D 67 24242
estrés ((1;111) er6 pum B

Tabla R6. Andlisis post hoc del area de la laguna osteocitaria entre el grupo H s/em contra

los grupos N s/em, C3 yCl1.

Media del area p<0.05
de las lagunas osteocitarias *)
trés+diabetes 2D 0.0*
Normoglicémica | estrés+diabetes 139.4 um?+47.7
(N s/em) (C2)
1 um?£21. trés+diabetes 4D 0.0*
56.1 um 9 | estrést+diabetes 114.4 pm?435.6
(C3)
estrés+diabetes 6D 126.3 um?2+20.5
Cl) 0.0*

Tabla R7. Analisis post hoc del area de la laguna osteocitaria entre el grupo N s/em

y los grupos C1,C2 y C3.

Media del area p<0.05
de las lagunas osteocitarias *)
estrés+buffer 2D 0.006*
estrés+diabetes 2D (C2) 90.3 um?+21.8 '
(E2)
139.4 um?+47.7 tréstbuffer 4D 0.0*
wm eStresTAuTer 70.4 um?+22.7
(C3)
Estrés+Buffer 6D 67 um?£24.2 0.0*
(1

Tabla R8. Andlisis post hoc del area de la laguna osteocitaria entre el grupo E2 y los grupos

normoglicémicos C1, C2 y C3.
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Media del area p<0.05
estréstdiabetes 4D de las lagunas osteocitarias *
(E3) estrés+ buffer 4D 70.4 um?+22.7 0.019*
114.4 um?+35.6 (C3)
ot 009
estrés (zlif)‘fer 6D 67 um?£24.2 0.009

Tabla R9. Andlisis post hoc del area de la laguna osteocitaria entre el grupo E3 y los grupos
normoglicémicos C3 y C1.

Media del area p<0.05
de las lagunas osteocitarias ©)

estrés+diabetes 6D

és+ buffer 4D 0.001*
(E1) estrés+ buffer 70.4 um422.7
126.3 um?£20.5 (C3)
estrés+buffer 6D 67 um?2+24.2 0*
(C1)

Tabla R10. Analisis post hoc del area de la laguna osteocitaria entre el grupo E1 y los
grupos normoglicémicos C3 y C1.
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Discusion

El modelo de estrés mecanico (Igarashi y cols. 1998) que utilizamos induce efectivamente
la formacion de osteoclastos y ademas produce cambios en las poblaciones celulares que
conforman el periodonto de los molares de la rata, la ventaja de utilizar un resorte en U es
que no producimos hialinizaciéon en el ligamento periodontal (necrosis aséptica) ya que la
fuerza se distribuye a otras estructuras como es la sutura palatina (Cova 2008; Martinez
2011).

Asi también, el modelo de induccion de diabetes a partir de la administracion de
estreptozotocina por via intraperitoneal produjo de manera confiable niveles elevados de
glucosa en sangre en los animales de experimentacion reproduciendo las caracteristicas de
la diabetes tipo I (Chatzigeorgiou y cols. 2009). Los niveles de glucemia a las 48 horas
posteriores a la administracién alcanzaron niveles en promedio de 517.2 mg/dL en
comparacion con los animales normoglicémicos que en promedio tuvieron 97.4mg/dL.

La resorcion Osea es esencial para el movimiento ortodoncico, la generacion de la célula
que realiza esta funcion, los osteoclastos, es regulada principalmente por la expresion de
RANKL, la osteoprotegerina y el factor estimulador de colonias de macréfagos en los
osteoblastos (Henneman 2008).

Los osteocitos constituyen el tipo celular predominante del tejido 6seo, formando mas del
90 % de las células que estan presentes en el hueso compacto y trabecular, presentando
ademads la caracteristica de ser células con un tiempo de vida que puede llegar a décadas
dentro de la matriz dsea calcificada. El papel de los osteocitos en la biologia 6sea se ha
tornado central para comprender la regulacion de osteoblastos y osteoclastos asi como el
control del metabolismo de los fosfatos (Lerner 2012; Bonewald 2011).

En el presente estudio, el hueso alveolar de los animales diabetizados con estreptozotocina
mostré6 una mayor actividad de resorcion dsea a través del aumento en numero de
osteoclastos, asi como signos de una mayor actividad de los osteocitos expresada a través
del aumento de la dimension de las lagunas osteocitarias en comparacion con las de ratas

normoglicémicas, la diferencia fue estadisticamente significativa.
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Nuestros resultados coinciden con los datos del estudio de diabetes a corto plazo que
reporta Villarino (2006), en los que describe una mayor actividad de resorcion en el grupo
tratado con estreptozotocina. También observd que cambi6 la morfologia de las lagunas
osteocitarias del grupo diabetizado, por lo que sugiere que hay una respuesta rapida de los
osteocitos a la hiperglicemia antes de que ocurran mecanismos compensatorios sistémicos.
A diferencia de nuestros resultados, otro estudio en el que examinaron los efectos de la
hiperglicemia inducida por estreptozotocina en el recambio 6seo del hueso alveolar de
ratas, reportaron una disminucion del hueso formado y en el numero de osteoclastos
(Mishima y cols. 2002).

Después de aplicar la presion mecanica, el nimero de osteoclastos aumentd tanto en el
grupo al que se administrd la estreptozotocina y desarrolld hiperglicemia como en el
grupo al que se le administré vehiculo y su glicemia fue normal, aunque siempre fue mayor
tanto el nimero de osteoclastos como el didmetro de las lagunas osteocitarias en las ratas
diabetizadas.

Nuestros resultados no coinciden con los reportados por Villarino y cols. (2011) ya que
este autor reporta disminuciéon de las areas de erosion cuando compara a las ratas
diabéticas con las ratas testigo, aunque el tiempo en el que aplica el estrés ortoddncico es
diferente, ya que lo hace a las seis semanas posteriores a la induccion de la diabetes con
estreptozotocina, en cambio en nuestro estudio se colocé el resorte en “U” 8 dias después
de la deteccion de la hiperglicemia, por lo que los resultados que reportamos son los
correspondientes a el efecto inicial de la diabetes.

El didmetro de las lagunas osteocitarias fue mayor en el grupo de ratas diabetizadas sin
estrés mecanico en comparacion con las ratas normoglicémicas.

Después de aplicar el estrés mecanico el didmetro de las lagunas osteocitarias tuvo su
maxima dimension en el dia 2, tanto en el grupo de ratas diabetizadas como en las ratas
normoglicémicas, lo que nos indica una mayor actividad del osteocito.

El aumento del diametro de las lagunas osteocitarias implica la remodelacion de la matriz
perilacunar y puede ser atribuido a la expresion de marcadores de osteoclastos en los
osteocitos como la fosfatasa acida y la catepsina K, como fue reportado en ratas en

condiciones de lactacion (Qing y cols. 2010).
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El agrandamiento de las lagunas osteocitarias ha sido reportado en diferentes condiciones
como en pacientes con osteodistrofia renal (Bonucci y cols. 1975), en ratas enviadas al
espacio (Iagodovskii y cols. 1977) y en el hueso alveolar de ardillas de Richardson después
de la hibernacion (Haller y col. 1977).

También se han descrito lesiones periosteociticas en pacientes con raquitismo
hipofosfatémico ligado al cromosoma X (Glorieux y Marie 1983), asi como la presencia de
esferas de matriz hipomineralizada alrededor de las lagunas osteocitarias de ratas tratadas
con prednisolona (Lane y cols. 2006).

Evidencias actuales sugieren que los osteocitos son claves en la coordinaciéon de la
formacion 6sea y la resorcion y en el microdafio como el inducido en nuestro modelo,
estimula funcién de los osteocitos para inducir la diferenciacion osteocléstica (Matsumoto
y cols. 2013). Los osteocitos regulan la diferenciaciéon de osteoblastos y osteoclastos
durante la remodelacion inducida por carga mecénica (Yamashiro y cols 2001; Fujihara y

cols 2006; Robling y cols 2008).

Estudios recientes han demostrado la importancia de los osteocitos en la osteoclastogénesis

(Nakashima y cols. 2011; Xiong y cols. 2011).

Nakishima y cols. (2011) reportaron que la principal fuente de RANKL en la resorcion
Osea, proviene principalmente de osteocitos. Los osteocitos se comunican con los
osteoblastos a través de la secrecion de esclerostatina, un potente inhibidor y regulador
negativo de la diferenciacion de osteoblastos y de la formacion 6sea (Robling y cols. 2008).
La supresion del gen de la esclerostatina en ratones induce aumento de la formacion dsea

y la densidad mineral (Li y cols. 2008).

El tratamiento con anticuerpos contra esclerostina revierte los efectos adversos de la
diabetes tipo 2 en la masa y la solidez 6sea y ademas mejora la regeneracion de defectos

0seos en ratas (Hamann y cols. 2013).

De acuerdo a lo anterior y con base en nuestros datos de aumento de las dimensiones de la
laguna osteocitaria, podemos sugerir que, una de las moléculas que aumenta en las
condiciones experimentales a las que fueron sometidos nuestros especimenes es la

esclerostatina.
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La osteocalcina (también conocida como proteina gla-6sea, es una proteina de 5 KDa,
siendo ademas la mas abundante de las proteinas no coldgenas de la matriz 6sea (Lian JB y
cols. 1988). Es sintetizada por osteoblastos maduros y osteocitos (Arden y cols. 1966 ;

Ducy y cols. 20006).

La osteocalcina se localiza principalmente en la matriz 6sea y cantidades pequenas se
detectan en la sangre, y su concentracion en el plasma se consideran marcadores de
formacion 6sea (Delmas y cols. 2000).

Se ha postulado que la funcion de la osteocalcina es inhibir la mineralizacion (Ducy y cols.
2006), probablemente para prevenir que el osteocito quede completamente embebido en la
matriz mineralizada (Kavukcuoglu y cols. 2009). Esta proteina también puede estar
sobreexpresada en los animales diabetizados y conducir al aumento de las lagunas

osteocitarias.
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Conclusiones

El modelo de estrés mecanico que utilizamos induce la formacion de osteoclastos y el

aumento del area de las lagunas osteocitarias en las ratas normoglicémicas.

Las ratas hiperglicémicas a las que se aplicé estrés mecanico mostraron un numero
significativamente mayor de osteoclastos cuando se compar6 con las ratas

normoglicémicas.

El é4rea de las lagunas osteocitarias fue significativamente mayor en los grupos de ratas

hiperglicémicas.

El nimero de osteoclastos y el area de las lagunas osteocitarias en las ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas fueron mayores en las ratas sacrificadas a las 48 horas

posteriores a la colocacion del resorte en “U”.

Finalmente, basados en nuestros datos, sugerimos que no es recomendable la aplicacion de
un tratamiento ortodoncico en pacientes diabéticos con mal control o nulo control
glicémico, ya que el metabolismo 0seo en términos de aumento del nimero de osteoclastos

y del tamaiio de las lagunas osteocitarias puede conducir a la pérdida del hueso alveolar.
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ANEXOS

ANEXO 1
Induccién de diabetes mediante Estreptozotocina (STZ)

Dosis:
65ml. STZ — Kg. de peso (65mL --- 1000g.)
Via intraperitoneal.

ANEXO 2
Paraformaldehido al 4%

El paraformaldehido (polimero solido del formaldehido) es un fijador no coagulante que
permite conservar detalles estructurales finos. Debe utilizarse lo mas fresco posible. Con
este fijador se obtiene muy buena preservacion ultraestructural, es decir los resultados en la
morfologia son buenos pero en la preservacion de la antigenicidad es pobre.

- Paraformaldehido (sigma) 4mg.
-  PBS/H20 80mL.

Disolver el formaldehido y calentar a 60° con agitacion, al alcanzar la temperatura
adicionar unas gotas de hidroxido de amonio (NaOH) al 1M acuoso hasta que se disuelva el
paraformaldehido y deje enfriar. Ajustar el pH con &4cido clorhidrico (HCL) 1 N o
Hidroxido de Sodio (NaOH) IN segun sea el caso hasta ajustar el pH a 7.4 y aforar a
100mL guardar a 4°C.

ANEXO 3
Buffer de Citratos pH4.5

- Acido citrico (solucién A) al 0.1M =------------ 33mL
- Citrato de sodio (soluciéon B) al 0.1M --------- 17mL
- Ajustar pH a 4.2 y aforar a 100ml. con agua destilada

Dosis:
ImL buffer de citratos --- Kg de peso.
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ANEXO 4
Descalcificacion con EDTA dcido etilendiaminotetraacético

Colocar la muestra en un minimo de 20 volumenes de solucion descalcificante. Hacer
cambios de EDTA hasta lograr la descalcificacion total de la muestra.
EDTA al 7% (100mL)

-  EDTA sodico 7 gr.

- Agua destilada 80mL

Mezclar y poner en agitacion, adicionar NaOH gradualmente hasta que se disuelva por
completo el EDTA. Ajustar el pH con HCl a 7.4 y aforar a 100mL.

ANEXO 5

Preparacion de alcoholes

Alcohol base: 95°

. Concentracion
Aforar a 100mL con agua destilada del alcohol base 100ml.
Concentracion deseada Cantidad de alcohol base Aforar con Concentracidn X
70 73ml. 27ml. deseada
80 84mil. 16ml.
90 94ml. eml.
ANEXO 6

Cortes del cubo

Una vez incluida la muestra debe dejarse enfriar por completo.

Se realizan cortes con navaja de bisturi del numero 15 de la siguiente manera:

1. Rebajar la cera hasta lo mas proximo a la zona de corte sin llegar a tocarla.

2. Hacer un marcaje superficial alrededor de la muestra en forma rectangular de acuerdo al
tamafio de la muestra.

3. Seccionar lado por lado aproximadamente hasta la mitad de la muestra y eliminar la cera
excedente.

4. A partir de la mitad de la muestra hacer cortes en cada lado formando una pirdmide.
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ANEXO 7
Preparacion Hematoxilina-Eosina

HEMATOXILINA DE HARRIS
- Hematoxilina 5 gr
- Alcohol 70° 50mL
- Alumbre de amonio o potasio 100gr
- Oxido de mercurio rojo 2.5gr
- Agua destilada 1000mL

Disolver la hematoxilina en el alcohol, y el alumbre de potasio en el agua destilada bajo
calor. Una vez disuelto mezclar ambas soluciones y poner a hervir lo mas rapido posible
(limite el calor a menos de 1 minuto y agite). Retirar del calor y agregar el rojo oxido muy
lentamente. Recalentar a fuego lento hasta que tome color purpura retirar del fuego y
coloque el recipiente dentro de uno con agua fria hasta que se enfrie. La adicion de 2-4 mL
de acido glacial por 100mL de solucién incrementa la precision de la tincion nuclear.

Filtrar y guardar en frasco ambar. Se puede usar cuando este enfrie, dura varios meses.
Cuando se observe que la tincion de las muestras es baja agregar acido acético.

EOSINA ACIDIFICADA STOCK
- Eosina Amarillenta 20gr 2gr
- Agua destilada 500mL 50mL
- Acido clorhidrico 10mL ImL
- Alcohol 96% 1000mL 100mL

Solucién Stock

Mezclar la eosina en agua destilada, agregar el acido lentamente por las paredes del
recipiente y dejar asentar toda la noche. Decantar y lavar el precipitado con vario cambios
de agua pasandolo por el papel filtro. Secar el papel en el horno a 60 °C durante 24 horas, o
hasta que las tejas estén secas. Macerar las tejas hasta hacerlas polvo. Agregar poco a poco
1000mL de alcohol de 96°. Guardar en un frasco de color &mbar.

Solucién de trabajo
- Solucién de eosina stock 100mL

- Alcohol de 70° 200mL

Disolver poco a poco y guardar en un frasco de color ambar.
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