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Resumen

Debido a la alta prevalencia de personas que padecen diabetes mellitus y que tienen una predisposicion a la pérdida
Osea es importante estudiar el tejido 6seo el cual es metabdlicamente muy activo, el resultado de esta actividad se
refleja tanto en el recambio de sus componentes inorganicos y organicos, asi como su interaccion, por lo que el
objetivo de este trabajo fue estudiar las caracteristicas histomorfométricas y la expresion de catepsina K y
osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar asi como, de los nucleos osteocitarios en ratas con
diabetes experimental las cuales se sometieron a estrés mecanico en el area del 1'y 2 molar superiores. Se utilizaron
48 ratas Wistar macho con pesos entre 200 a 250 gr que fueron asignadas en los siguientes 8 grupos: |)
Normoglicémico sin estrés mecanico, Il) Hiperglicémico sin estrés mecanico, Ill) Normoglicémico con estrés
mecanico de 2 dias, IV) Normoglicémico con estrés mecanico de 4 dias, V) Normoglicémico con estrés mecanico de
6 dias, VI) Hiperglicémico con estrés mecanico de 2 dias, VII) Hiperglicémico con estrés mecanico de 4 dias, VIlI)
Hiperglicémico con estrés mecanico de 6 dias. La diabetes experimental se indujo mediante una inyeccion Unica
intraperitoneal de 60 mg/kg de peso corporal de STZ (estreptozotocina), se midi6 la glucosa a las 48 horas y seis
dias después del estado hiperglicémico. Se coloco un resorte en forma de U de niquel-titanio de 0.012 de grosor y
activado con una fuerza de 10g, entre los primeros y segundos molares maxilares de acuerdo a la técnica descrita
por Igarashi et al, 1998. Se disecaron los maxilares superiores y se procesaron histologicamente fijando las muestras
en formol 4%, se descalcificaron en EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y se incluyeron en parafina realizando
cortes en el micrétomo (Leica, Weyzlar, Alemania) de 5 ym para la técnica H y E, a un grosor de 4 ym para montar
en laminillas tratadas con poli-L-lisina para la técnica inmunohistoquimica. Se realiz6 la medicién del tamafio de las
lagunas osteocitarias del hueso alveolar mediante el programa Motic Plus 2.0, en un area de 400x800 um, con un
objetivo de 40x. Para la técnica de inmunofluorescencia se observd si el marcaje era positivo para catepsina K y
osteocalcina en las lagunas osteocitarias de hueso alveolar con el uso del microscopio de fluorescencia en un area
de 400x800 um, con un objetivo de 40x.

Resultados

El &rea de las lagunas osteocitarias de los grupos: 1) Normoglicémico sin estrés mecanico, tuvieron una media de
46.889 +/- 7.68 um, mientras que el grupo Il) Hiperglicémico sin estrés mecanico, tuvieron una media de 87.24 +/-
12.89 um, los grupos IV) Nomoglicémico con estrés mecanico de 4 dias, tuvieron una media de 64.28 +/- 6.40 umy
el grupo VII) Hiperglicémicas con estrés mecanico de 4 dias, tuvieron una media de 86.12 +/- 13.21 ym. Debido a
que las medias entre los diferentes dias no mostraron diferencias significativa se consideraron como un solo grupo
para poder evaluar el efecto del estrés y la hiperglicémia, el promedio total de las lagunas osteocitarias de los grupo
VI, VII 'y VIII (Hiperglicémicas con estrés) tuvieron una media de 85.5+/- 14.33 um y los grupos I, IV, V (
normoglicemicas con estrés) tuvieron una media de 59.04 +/- 5.6 pym.

Se utilizd ANOVA de dos vias para analizar las medias del area de las lagunas osteocitarias en los diferentes grupos
de 4 dias, donde la hiperglicemia afecto significativamente el tamafio de las lagunas osteocitarias (p<0.001) al igual
que el estrés mecanico (p<0.05), la interaccién también mostré diferencias significativas (p<0.01).

El &rea del nucleo de los osteocitos en los grupos, 1) Normoglicémico sin estrés mecanico, tuvieron una media de
12.79 +/- 3.94 ym, mientras que el grupo II) Hiperglicémico sin estrés mecanico, tuvieron una media de 10.54+/- 2.72
um, 1V) Normoglicémico con estrés mecanico de 4 dias, tuvieron una media de 16.54 +/- 3.98 um, VII) Hiperglicémico
con estrés mecanico de 4 dias, tuvieron una media de 9.66 +/- 2.71 um. Debido a que las medias entre los diferentes
dias no mostraron diferencias significativa se consideraron como un solo grupo para poder evaluar el efecto del
estrés mecanico y la hiperglicemia, el promedio total de los nucleos de los osteocito VI, VII y VIII (Hiperglicémicas
con estrés) tuvieron una media de 8.74 +/-2.76 ym 'y los grupos Ill, IV, V ( normoglicémicas con estrés) tuvieron una
media de 15.70 +/- 3.74 ym.
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Se utilizo ANOVA de dos vias para analizar las medias del area del nucleo del osteocito en los diferentes grupos de 4
dias, la hiperglicemia afecto significativamente el area de los nucleos osteocitos (p<0.001) al igual que el estrés
mecanico (p<0.05), la interaccion también mostro diferencias significativas (p<0.01).

Por los resultados anteriores concluimos que, el osteocito es sensible a la hiperglicemia y al estrés mecanico ya que,
durante este estado las lagunas osteocitarias, se modifican en tamario y forma, asi como su nucleo.

Las lagunas osteocitarias de todos los grupos de las ratas hiperglicémicas y el grupo de dos dias de estrés mecanico
de ratas normoglicémicas expresaron catepsina K, las lagunas de las ratas normoglicémicas sin estrés y las ratas
normoglicémicas de 4 y 6 dias de estrés mecanico no mostraron inmuno marcaje para catepsina K. Las lagunas de
los grupos, de ratas normoglicémicas sin estrés y de los grupos de ratas normoglicémicas con estrés no mostraron
inmuno marcaje para osteocalcina. Las lagunas de los grupos de ratas hiperglicémicas mostraron marcaje positivo
para osteocalcina.

La expresion de catepsina K en la laguna osteocitaria demuestra la actividad de osteolisis osteocitaria y la expresion
de osteocalcina en ratas diabéticas se asocia al dafio producido al osteocito por el estado hiperglicémico.




SUMMARY

The aim of this work was to study the histomorphometric characteristics and the expression of cathepsin K and
osteocalcin in osteocyte lacuna of alveolar bone as well as the osteocyte nuclei of rats with experimental diabetes
which are subjected to mechanical stress, for which were used 48 male Wistar rats weighing between 200-250 g
which were assigned in the following groups: 1) Normoglicemic without mechanical stress, Il) Hyperglycemic without
mechanical stress, Ill) Normoglicemic mechanical stress of 2 days V) Normoglicemic with mechanical stress 4 days,
V) with mechanical stress Normoglicemic 6 days, VI) with mechanical stress Hyperglycemic 2 days VII) with
mechanical stress Hyperglycemic 4 days, VIII) with mechanical stress Hyperglycemic 6 days. Experimental diabetes
titanium nickel was induced by a single intraperitoneal injection of 60 mg / kg body weight of streptozotocin, glucose at
48 hours, six days after verifying the hyperglycemic state a spring placed in a U-shape was measured 0.012 thick and
activated with a force of 10g, which was placed between the maxillary first and second molars according to the
technique described by Igarashi et al, 1998. Among the maxillary first molars. maxillae were dissected, which were
processed histologically fixing the samples in formaldehyde 4%, decalcified in EDTA and embedded in paraffin
making cuts in the microtome (Leica, Weyzlar, Germany) 5 um for technical H y E and 4 ym mounting flake treated
with poly-L-lysine for immunohistochemistry. measuring the size of the osteocyte lacuna in the alveolar bone by Motic
Plus 2.0 program was carried out in an area of 400x800 microns with a 40x objective for the technique
Inmunoflurescencia was observed if the marking was positive for k cathepsin and osteocalcin the osteocyte lacuna
alveolar bone in which use was made of the fluorescence microscope in an area of 400x800 microns with a 40x
objective.

RESULT

The area of osteocyte lacuna groups: 1) Normoglicemic without mechanical stress, had an average of 46,889 +/- 7.68
um. The group IlI) Hyperglycemic without mechanical stress, had an average of 87.24 +/- 12.89 um, group Ill) with
mechanical stress Normoglicemic 4 days had a mean of 64.28 +/- 6.40 um, group IV) with mechanical stress
Hyperglycemic 4 days, they had an average of 86.12 +/- 13.21 ym.

Two-way ANOVA was used to analyze the mean area of the osteocyte lacuna in the different groups of four days,
hyperglycemia significantly affect the size of the osteocyte lacuna (p <0.001) as well as mechanical stress (p <0.05)
the interaction also showed significant differences (p <0.01).

The core area of the osteocytes in groups, 1) Normoglicemic without mechanical stress, they had an average of 12.79
+/- 3.94 ym. The group Il) Hyperglycemic without mechanical stress, had an average of 10.54 +/- 2.72 um, Ill) with
mechanical stress Normoglicemic 4 days, had an average of 16.54 +/- 3.98 um, IV) with mechanical stress
Hyperglycemic 4 days, they had an average of 9.66 +/- 2.71 um.

Two-way ANOVA was used to analyze the middle of the core area of osteocytes in the different groups of four days,
hyperglycemia significantly affected area osteocytes nuclei (p <0.001) as well as mechanical stress (p <0.05) the
interaction also showed significant differences (p <0.01).

The osteocyte is sensitive to mechanical stress hyperglycemia and because during this state osteocyte lacuna are
modified in size and shape as well as its core.

The osteocyte lacuna of all groups of hyperglycemic rats and the group two days of mechanical stress of
normoglycemic rats expressed cathepsin K, the lacuna in the normoglycemic rats without stress and normoglycemic
rats 4 and 6 days of mechanical stress did not show immuno marking for cathepsin K.

The osteocyte lacuna of groups normoglycemic rats without stress and normoglycemic groups stressed rats showed
no immunolabeling for osteocalcin. The lacuna in hyperglycemic rats groups showed positive for osteocalcin
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1. INTRODUCCION

La prevalencia de diabetes ha aumentado de manera significativa en todo el mundo (FID, 2005). Segun cifras del
Instituto Nacional de Salud Publica en 2010, la diabetes mellitus causoé cerca de 83 000 muertes en México, siendo la
primera causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres (Rojas et al, 2015). Las complicaciones asociadas a
la diabetes mellitus afectan la calidad de vida de los pacientes que la padecen.

La diabetes es considerada una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no puede producir suficiente
insulina o los tejidos son resistentes al efecto de la insulina, las células de la persona con diabetes no absorben
adecuadamente la glucosa, que sigue circulando por el torrente sanguineo, esta afeccion es conocida como
hiperglucemia y con el tiempo dafa los tejidos del cuerpo (Harris et al, 1997). El estado hiperglicémico produce
cambios en los tejidos que se expresan a nivel celular y molecular, alterando la funcion de érganos y tejidos. Uno de
los érganos afectados por la diabetes es el hueso (Lozano et al, 2009).

Las complicaciones Oseas asociadas a la diabetes producen efectos deletéreos en las personas que la padecen,
dentro de las cuales las mas comunes son: disminucién de la masa 0sea, osteoporosis, riesgo aumentado a las
fracturas y enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida del hueso alveolar, que conduce, en
etapas avanzadas a la pérdida de los dientes, siendo considerada una enfermedad infecciosa-inflamatoria, que es
agravada por el estado hiperglicémico, en los epitelios orales produce atrofia del epitelio gingival con disminucién en
el nimero de organelos celulares (Hamilton, 1997). La diabetes produce complicaciones vasculares en el periodonto.
La hiperglicemia, da lugar a una respuesta inmune defectuosa, como el deterioro de la quimiotaxis de leucocitos y
disminucion de la actividad microbicida de los polimorfonucleares (Bender, 2003; Cutler et al, 1991; Naguib et al,
2004; Oliver y Tervonen, 1994). Los individuos diabéticos presentan una mayor susceptibilidad a las infecciones
bacterianas aumentando el riesgo de padecer enfermedad periodontal, provocando una respuesta inflamatoria mas
intensa (Southerland et al, 2006). Por otra parte, también se ha sugerido que la enfermedad periodontal potencia la
intolerancia a la glucosa asi como la diabetes no controlada en adultos (Saito et al, 2004).

Debido a la alta prevalencia de personas que padecen diabetes mellitus, que tienen una predisposicion de pérdida
dsea, es importante estudiar el tejido 6seo que es metabdlicamente muy activo, el resultado de esta actividad se
refleja tanto en el recambio de sus componentes inorganicos y organicos, asi como su interaccién. Este se puede
categorizar en tres componentes micro estructurales: a) células: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos, b) matriz
organica que esta compuesta por un 90% de colageno tipo |, que confiere al hueso su gran resistencia a la tension, el
resto es un medio gelatinoso homogéneo llamado sustancias fundamental, que esta compuesta de liquido
extracelular, 25% de proteoglicanos — osteonectina, una fosfoproteina osteopontina, sialoproteinas, ademéas de
condroitin-sulfato y acido hialuronico que ayudan a controlar el deposito de sales de calcio y ¢) matriz inorganica
formada de iones de CaPo4 en forma de cristales de hidroxiapatita (Bennett,1991). Dentro de las células del hueso,
son bien conocidas las funciones de los osteoblastos y osteoclastos, sin embargo poco se sabe de la célula méas
abundante del tejido dseo: Los osteocitos, células no proliferativas que residen en el interior de la matriz dsea
mineralizada (Knothe et al, 2004; Noble, 2008; Bonivitch et al, 2007), se encuentran en lagunas presentando largos
procesos citoplasmaticos a través de los cuales establecen contacto y se comunican con las células osteoblasticas
presentes en la superficie del hueso y con osteocitos vecinos y se conectan a los vasos sanguineos.

La red celular tridimensional que forman los cuerpos y los procesos citoplasmaticos de los osteocitos es conocida
como red osteocitaria. Esta red celular estd alojada en lagunas y canaliculos en el interior de la matriz 6sea, que
conforman el sistema lacuno-canalicular (Frost, 1960; Noble, 2008). En el cual se establece comunicacion a nivel
extracelular por medio del fluido que transcurre por el espacio comprendido entre la membrana plasmatica de los
osteocitos y la pared de la laguna y los canaliculos (espacio periosteocitario) dentro del sistema lacuno-canalicular
(Noble, 2008).




Villarino y colaboradores en 2006 (Villarino et al, 2006) reportaron cambios en la forma y numero de los osteocitos
que conforman el hueso alveolar, asi como en las actividades de resorcion y aposicion dseas, estos estudios
evidenciaron un aumento en el numero de osteocitos sometidos a apoptosis. Practicamente no hay informacién
disponible sobre los posibles cambios de los osteocitos en la diabetes. Un reciente estudio in vivo (Ozdemir et al,
2005) mostrd las caracteristicas ultraestructurales de fémur y la tibia de ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina, en que informd cambios a las 5 semanas, principalmente observable en osteocitos, mostrando un
acortamiento de los procesos celulares, formaciones vacuolares en el citoplasma y la ampliacién de la matriz no
mineralizada.

Knothe y colaboradores en 2004 (Knothe et al, 2004), reportaron que los estimulos fisicos inducen a alteraciones en
el osteocitos, que son los detectables mediante los cambios en las lagunas y el medio ambiente de los osteocitos
(Aarden, 2003; Knothe, 2004; Bozal, 2001; Ferreyra, 2000).

Por lo tanto, se podria esperar que las alteraciones metabdlicas inducidas por la diabetes puedan inducir a cambios
en los osteocitos. Dentro de este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar la histomorfometria de las
caracteristicas celulares y lacunares de los osteocitos de hueso alveolar en ratas con diabetes aguda.

Hay evidencia de que la glicacién conduce a modificaciones quimicas de proteinas y otras macromoléculas y que
esto contribuye a la patogénesis de las complicaciones diabéticas, debido a la union excesiva de glucosa a las
proteinas, mejor descrita como glicacion no enzimatica de proteinas.

Las funciones clasicas del hueso son: el mantenimiento de la homeostasis del calcio y fésforo, la reparacion de
dafios en el hueso, asi como una funcion estructural que permite la locomocion y proteger 6rganos vitales. El hueso
es un tejido dinamico en constante cambio a través de la remodelacion dsea, y que requiere una gran cantidad de
energia para realizar esta proceso.

El tejido 6seo participa activamente en la homeostasis de los iones de Ca y PO4 que son necesarios para las
funciones de contraccion muscular y la conduccién nerviosa, modelos recientes en ratones sugieren un nuevo papel
para el tejido 0seo, participar a través de la osteocalcina en el metabolismo energético, la resistencia a la insulina, la
obesidad y el desarrollo de diabetes (Gonzalez et al, 2014).

La diabetes mellitus contribuye a la pérdida de hueso a través de cambios en la expresidn génica de TRAP (fosfatasa
acida tartrato resistente) y catepsina K en los osteoclastos, asi como de osteocalcina en osteoblastos, lo que resulta
en aumento de la actividad de resorcién 6sea y disminucion de la formacién de hueso.

La resorcion 6sea en los modelos animales diabéticos mostrd una disminucién de la actividad de los osteoblastos

(Villarino et al, 2006).

La resorcidn dsea, que se lleva a cabo por los osteoclastos, implica la desmineralizacion, en la que los protones
liberados por los osteoclastos solubilizan la matriz inorganica formada por hidroxiapatita, seguido de la degradacion
de la matriz organica (principalmente coldgeno de tipo I) con cisteina proteinasas (Hall TJ et al, 1996). La catepsina K
s una cisteina proteasa que se expresa de forma selectiva y altamente por los osteoclastos de resorcion 6sea y se
ha propuesto para desempefar un papel clave en la resorcion ésea (Dodds RA et al, 2001).
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La funcion de resorcion dsea estd ampliamente descrita como funcién de los osteoclastos, sin embargo diversos
autores han reportado la actividad de resorcidn en el osteocito y se le ha denominado ostedlisis osteocitaria (Qing et
al, 2010). Reportaron que los osteocitos pueden expresar marcadores de los osteoclastos como son TRAP y
catepsina k bajo ciertas condiciones como la lactancia. También se ha reportado la ostedlisis osteocitaria en el hueso
alveolar de ardillas que hibernan (Haller and Zimny, 1977). Se ha reportado la presencia de lisosomas en los
osteocitos maduros que han sido estimulados con hormona paratiroidea (Belanger et al, 1969).

La mecano transduccién en el hueso es un proceso que es influenciado por diversos moduladores como la PTH
(parathormona), prostanoides y la concentracidn extracelular de Ca++. Se ha postulado que el osteocito transduce
los signos de carga mecanica en cambios anabdlicos que se pueden medir a través de la expresion de factores de
crecimiento como el factor de crecimiento parecido a la insulina y la osteocalcina (Takagaki, 1999).

Objetivo: Describir las caracteristicas histomorfométricas, asi como la expresion de catepsina K y osteocalcina en las
lagunas osteocitarias del hueso alveolar de ratas con diabetes experimental (STZ) que se sometieron a estrés
mecanico.

1.1 JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad de alta prevalecia, que altera la calidad de vida de las personas que la padecen,
produciendo cambios deletéreos en diversos organos; a nivel éseo produce cambios que no han sido del todo
estudiados.

Los osteocitos, son células que conforman el 90 - 95% de la poblacién ésea los cuales juegan un papel muy
importante en las funciones de regulacion de iones como el calcio y fosfato, sin embargo su participacién en estos
procesos Y el efecto de la diabetes en éstas ha sido poco descrito (Bonewald, 2007; Van Bezooijen, 2004).

La estructura y la actividad 6sea son el resultado de los procesos de aposicion y resorcion los cuales son regulados
por mediadores del sistema RANK (receptor activador del factor nuclear k B) — RANKL (ligando de receptor activador
para el factor nuclear k B) que se establece entre los osteoblastos y los osteoclastos .

Existen diversos estudios que demuestran que la catepsina K es una enzima clave del proceso de resorcion, el ARN
(acido ribonucleico) mensajero de la catepsina k es expresado en los osteoclastos humanos y de ratones (Dodds et
al, 2001). La catepsina K se localiza en la superficie activa del osteoclasto, estando ausente en el osteoblasto (Goto
et al, 2003; Zaidi et al, 2003). Por otro lado, existen estudios que demuestran que los osteocitos pueden expresar
marcadores de los osteoclastos como son TRAP y catepsina K bajo ciertas condiciones como la lactancia y el
remodelado de su matriz perilacunar (Qing et al, 2012).
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Otra proteina de gran importancia es la osteocalcina, ya que es la principal proteina usada como marcador de la
actividad osteoblastica y por tanto, de la formacion 6sea, es una proteina no coldgena secretada por los osteoblastos
y la mas abundante de la masa 6sea, la cual inhibe la accion de los osteoclastos tras inducir un descenso en el
numero de receptores, aunque se desconoce la trascendencia bioldgica de esta accion, tanto en condiciones
fisiologicas como patolégicas (Zaidi et al, 2002). Otra de sus funciones es regular la homeostasis del calcio
inhibiendo la precipitacion de fosfato y calcio evitando asi la excesiva mineralizacién de la matriz 6sea, la cual se
incorpora en su mayoria a la matriz extracelular del hueso (Molina, 2003) es importante tomar en cuenta la pérdida
de hueso y disminucién de osteocalcina observada en pacientes diabéticos T1 (Kemink et al, 2000).

La hiperglicemia puede alterar la morfologia y la viabilidad de los osteocitos produciendo alteraciones en el recambio
dseo que a su vez pueden conducir a la osteopenia caracteristica del estado diabético.

2. MARCO TEORICO

2.1. DIABETES Y PERDIDA OSEA

La diabetes tipo 1, es causada por una deficiencia absoluta en la secrecion de insulina, que resulta de la destruccion
de las células Beta pancreatica, este tipo de diabetes es una de las enfermedades sistémicas con mayor prevalencia
a nivel mundial por que considerada un problema de salud publica (Galvis, 2012).

Se estima que cada afio en el mundo 79.100 menores de 15 afios desarrollan diabetes tipo 1. En México la poblacion
que padece diabetes es de 6.8 millones de personas. La prevalencia nacional es del 14% en personas de 20 a 79
afos de edad, segun los datos publicados en el analisis de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT,
2006).

La diabetes mellitus T1, esta asociada a complicaciones como: pérdida dsea (Bouillon et al, 1995).

La asociacion entre diabetes mellitus y la enfermedad periodontal ha sido motivo de estudio durante mucho tiempo.
Estudios recientes demuestran que una de las causas principales de la pérdida ésea es la enfermedad periodontal,
siendo esta una enfermedad infecciosa-inflamatoria, que lleva a la pérdida total de los tejidos de soporte del diente.
Ya que se presenta inicialmente con una inflamacion gingival, de la que, si no se eliminan los factores etiologicos, la
respuesta inmunoldgica sera mas compleja y se alterara el metabolismo de los tejidos periodontales (Navarro et al,
2002; Botero et al, 2009).

Durante el proceso inflamatorio en estado de glicemia estan implicados diversos mediadores que promueven la
actividad osteoclastica. Algunos, mediadores como la IL-8 (interleucina-8) o la MIP-1 (Proteina inflamatoria de
macrofagos 1 alfa), ejercen efectos quimiotacticos y favorecen el reclutamiento de oc (osteocalcina) a la zona
afectada. Otros favorecen la osteoclastogénesis o la actividad de los osteoclastos maduros. Entre ellos se incluyen
tanto péptidos IL-1 (interleucina-1), TNF (factor de necrosis tumoral), IL-6 (Interleucina-6), RANKL (ligando de
receptor activador para el factor nuclear k B) como factores no proteicos (6xido nitrico, prostaglandinas, leucotrienos,
radicales libres (Choy et al, 2001; Garrett, 1990).
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2.2. REMODELADO OSEO

El remodelado 6seo es un proceso fisioldégico que involucra funciones celulares dirigidas hacia la resorcién y
formacién de hueso nuevo

Las citocinas responsables de la formacién de hueso nuevo son la superfamilia del factor de crecimiento y
transformacion B (Anaya, 1993).

El remodelado 6seo es un proceso complejo que involucra funciones celulares dirigidas hacia la resorcion y
formacion de hueso, la secuencia de remodelado 6seo es iniciada por la resorcion osteoclastica seguida por la
ausencia de células (fase de cambio). Posteriormente los osteoblastos aparecen en la laguna de resorcidén o de
howship y sintetizan la matriz dsea (fase de formacion), hasta que se produce el hueso nuevo (ostedn) (Anaya
,1993), esto puede observarse en la figura 1.

Etapas del ciclo de remodelado 6seo

Preosteoclastos

Preosteoblastos
Osteoclastos activos Osteoblastos
Osteocitos
v
A S ]
Colulag i y R J M el
tapizantes -, .
Activacion Reposo
Resorclon Acoplamiento Formacion Mineralizaclon

Figura 1. llustracion del ciclo de remodelado 6seo, en la cual se pueden distinguir las
etapas de activacion, resorcion, acoplamiento, formacion y mineralizacién (Manolagas
2000, Parfitt 1984).

2.3. CELULAS DEL HUESO

a) Células Osteoblasticas: Estas células son de origen mesenquimatoso cuya funcidn primaria es la formacién de una
matriz 6sea mineralizable. Los OB (osteoblastos) derivan de células mesenquimales; de precursores pluripotenciales
presentes en el estroma de la médula 6sea, los cuales, dependiendo de diferentes estimulos, tienen capacidad para
diferenciarse hacia fibroblastos, adipocitos, células musculares lisas u osteoblastos (Gronthos et al, 1994). También
los pericitos o células murales de los vasos sanguineos pueden diferenciarse a OB (Parfitt, 2000). Los osteoblastos
se hallan en contacto directo con las superficies 6seas formando grupos compactos de una sola capa de espesor. En
la formacién del hueso el paso inicial es la secrecion por parte de los osteoblastos, de moléculas de colagena.

La mayor parte de los OB desaparecen al finalizar la sintesis osteoide, posiblemente por un fenémeno de apoptosis 0
muerte celular programada (Jilka RL et al, 1998). Algunos, sin embargo, quedan atrapados dentro de la matriz 6sea,
transforméndose en células de aspecto estrellado, conocidas como osteocitos, o bien, se aplanan y se transforman
en las llamadas células de revestimiento (“lining cells”). Estas células tapizan las superficies 6seas y a través de la
produccion de factores locales estimulantes de colonias y citosinas que son secretadas por las células del estroma,
tales como las Interleucina-6 e Interleucina-11, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, que
parecen jugar un papel importante en la mielopoyesis (Manolagas et al, 1995). Los OB parecen desempefiar un

(=)



papel importante no sdlo en el control del remodelado dseo sino también en lo que se refiere al intercambio de calcio
entre el hueso y el liquido intersticial (véase la Imagen 1).
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Imagen 1. Corte de hueso alveolar de rata, tefiido por
técnica H y E, la cual muestra: a) Osteoblastos, b)
osteoclasto, ¢) osteocito. Tomada en microscopio dptico
40x.

b) Células Osteoclasticas: Los preosteoclastos son células dotadas de un solo nucleo que se adhieren a las
superficies dseas y al fusionarse entre si, dan lugar a los OC (osteoclastos) (Kameda et al, 1996). Los
preosteoclastos expresan en su membrana moléculas de Adhesion perteneciente a la familia de las caderinas que
parecen intervenir en la fusion de estas células. En uno de los polos de los OC se encuentra el llamado “borde en
cepillo”, donde la membrana celular se pliega varias veces (Kameda et al, 1996).

Fueron llamadas asi por Kolliker en 1873, son células multinucleadas diferenciadas, ricas en anhidrasa carbénica y
TRAP. Se disponen sobre las superficies 6seas de manera aislada o en grupos poco numerosos (Kolliker, 1873).

Los osteoclastos comparten una rama comun con las células del linaje macréfago-monocitico (Ash P, 1980; Kerby
JA, 1992). Para ello se adhieren a la superficie 6sea por la llamada zona de sellado (“sealing zone”), que rodea el
borde en cepillo (véase la imagen 2).

.

Imagen 2. Corte de hueso alveolar de ratas que muestra:
A) Osteocitos, B) Osteoclasto, la cual fue tefiida mediante
técnica H y E, observada en microscopio optico a 40x.
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

c) Osteocitos

El osteocito es la célula mas abundante del tejido 6seo y constituye cerca del 95% del componente celular de este
tejido (Aarden et al, 1994).

Los osteocitos, estan incrustados en la matriz dsea, establecen una extensa red de comunicacion intracelular y
extracelular, Normalmente cerca del 29% de los osteoblastos del hueso trabecular se diferencia en osteocitos, un
6% a células de revestimiento (lining cells) y el 65% restante mueren por apoptosis (Qiu S et al ,2000).

-l

Imagen 3. Muestra de hueso alveolar de rata que muestra la
laguna osteocitaria, osteocito y nucleo del osteocito, tefiido
con técnicaHy E.

El espacio en la matriz que rodea las inmediaciones de los osteocitos y los procesos citoplasmaticos, formando la
laguna y los canaliculos osteocitarios respectivamente, genera una red tridimensional interconectada a través de la
cual transita un liquido intersticial y pequefias moléculas, aportando asi la porosidad caracteristica del hueso
(Duncan et al, 1995). A esta red se la conoce como el sistema lacuno-canalicular tiene especial importancia en el
transito metabdlico e intercambio de sustancias, asi como la nutricién de las células (Knothe et al, 2004). Se
especula que las sefiales enviadas por los osteocitos son las responsables de los cambios que se producen en las
células de revestimiento cuando se inicia el remodelado: esas células se despegan de la superficie Osea y
constituyen una especie de cupula que constituye el llamado «espacio de remodelado». En este espacio,
relativamente aislado del resto del hueso es donde se inicia la resorcion (Erikson EF, 2007) (véase Imagen 3).

Cuadro 1. Proteinas altamente expresadas en osteocitos.

Proteina Expresion Funcion
E11/gp38 Osteocitos tempranos(nuevamente incrustados) ~ Formar dendritas
DMP1 Osteocitos tempranos y maduros Homeostasis del fosfato
PHEX Osteocitos tempranos y maduros Homeostasis del fosfato
MEPE Osteocitos tempranos y maduros Homeostasis del fosfato
Esclerostina Osteocitos maduros(profundamente incrustados)  Inhibidor del osteoclasto

Recientemente algunos estudios se han realizado sobre las proteinas especificas del osteocito como son: la proteina E11/gp38
muestra su maxima expresion en el osteocito recién incorporado (Zhang et al; 2006, Kato el at; 1997). Las funciones de las
proteinas DMP1, PHEM y MEPE estan relacionados con la homeostasis del fosfato (Feng et al; 2006, Liu et al; 2006, Rowe et al;
2000). La esclerostina es expresada en los osteocitos y su funcidn es inhibir a los osteoclastos (Poole et al; 2005).
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Diversos estudios desde hace mas de 100 afios, postularon que osteocitos podrian remodelar su matriz extracelular
(Fischer, 1920). Por otro lado Michael Parfitt y colaboradores en 1990 (Parfitt et al ,1990), propuso que los
osteoblastos mueren por apoptosis y sin embargo, existen estudios que demuestran que los osteocitos pueden
expresar marcadores de los osteoclastos como: TRAP (Fosfatasa acida tartrato resistente), y catepsina K bajo ciertas
condiciones, como: la lactancia y el remodelado de su matriz perilacunar (Qing et al, 2010).

La muerte de estas células se da principalmente a través de tres vias, apoptosis, muerte celular por autofagia y
necrosis, en condiciones fisioldgicas y patolégicas. Aunque las células que mueren pueden compartir apoptosis y la
autofagia caracteristicas (Bursch ,2001).

La muerte de los osteocitos por apoptosis. En estudios recientes sugieren que la diabetes puede tener un efecto
negativo en el periodonto por el aumento de la formaciéon de osteoclastos y el aumento en la apoptosis de
fibroblastos, osteoblastos y osteocitos en el tejido periodontal (Yong-Wei Fu, 2015). El estudio de Yong-Wei Fu en
2015, tiene como resultado un aumento evidente en nimero de osteocitos apoptoticos en el grupo de ratas que
presentan hiperglucemia.

Se considera que los osteocitos desempefian un papel central en la deteccion mecanica 6sea (Noble, 2008) y que
regulan la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos durante la remodelacion 6sea inducida por cargas
mecanicas (Robling et al, 2008)-

2.4. OSTEOLISIS OSTEOCITARIA

En los afios 60 y 70 se observd que los osteocitos pueden reabsorber el hueso y aumentar el tamario de las lagunas.
Este concepto se conocia como osteolisis osteocitaria y los estudios sugirieron que es producido en respuesta a la
hormona paratiroidea y / 0 a un aumento de la demanda sistémica de calcio. Sin embargo, este concepto se dejo de
usar a finales de los 70, cuando se establecié que los osteoclastos eran las células responsables de la resorcion
6sea (Wysolmersk, 2013).

Durante la ostedlisis osteocitaria, se ha comprobado que la funcién principal del osteocito es la remodelacion 6ésea,
denominada: “ostedlisis”, ya que la funcién de los osteoclastos es denominada “osteoclasia” la diferencia radica en
que los osteocitos no son células superficiales. Histologicamente, a su alrededor existe una actividad proteolitica
localizada, ademas de la desmineralizacion de la matriz alrededor de la laguna con aparicion de productos de
degradacion en el espacio perilacunar, aportando asi pruebas que confirman la ostedlisis. Ademés de esta actividad;
el osteocito joven puede participar en la formacion de matriz, aunque menos marcada que en los osteoblastos, esta
capacidad disminuye al envejecer la célula (Takagaki, 1999).

La lactancia esta asociada con la pérdida dsea reversible ya que, la leche proporciona energia y nutrientes,
incluyendo calcio y fésforo, necesarios para el crecimiento esquelético rapido que se produce en el periodo neonatal
(Kovacs, 1997). La demanda adicional de calcio para la produccién de leche materna presiona la homeostasis del
calcio y, como resultado, la lactancia se asocia con una serie de adaptaciones al calcio y el metabolismo 6seo. La
succion induce hiperfagia y la secrecion de prolactina, que estimula la absorcion de calcio por el tracto
gastrointestinal (Ajibade et al, 2010; Charoenphandhu et al, 2009). Durante la lactancia, los rifiones retienen el
calcio, y la excrecion urinaria de calcio disminuye a niveles muy bajos (VanHouten, 2005).
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Por lo que un poco de calcio se recupera de la orina. Por ultimo, la lactancia es asociada con la pérdida 6sea
significativa ya que se ha supuesto que gran parte del calcio que se utiliza para la produccion de leche proviene del
esqueleto (VanHouten, 2005).

2.5. ALTERACIONES DE LOS OSTEOCITOS EN PRESENCIA DE ESTRES MECANICO.

Se sabe que la presion ejercida en los tejidos al aplicar fuerzas ortoddncicas producen una reaccion semejante a la
inflamacidn con la consiguiente reactividad vascular y celular que conducen a la sintesis de moléculas sefial, entre
ellas las citocinas que inducen la sintesis de prostaglandinas que estimulan la actividad de resorcion de los
osteoclastos(Yamazaki et al, 1980).

Se ha reportado que los osteocitos responden a estimulos mecanicos e inflamatorios agrandando significativamente
el tamafio de sus lagunas a las 24 horas de aplicado el estimulo, cambiando la forma de la laguna la cual se observa
de manera redonda (Bozal, 2012). Por ellos se cree que el estrés mecanico ortodoncico induce la sintesis y
secrecion de prostaglandinas en células locales (Yamazaki et al, 1980; Kansaki et al, 2002).

La aplicacion de fuerzas mecanicas a todo el hueso hace que el liquido fluya (in vivo) a través de sistema lacunar-
canalicular (Knothe et al, 2000).

Su sintesis y secrecion es inducida por las citocinas mediadoras del proceso inflamatorio (Akatsu et al, 1989).

2.6. MECANISMOS DE REMODELADO OSEO.

Una vez alcanzada la masa dsea maxima, lo cual ocurre hacia el final de la tercera década de la vida, el
mantenimiento de estéd depende de un complejo y equilibrado proceso de remodelacion dsea, del cual depende de
dos fases fundamentales: la resorcién comandada por los osteoclastos (que dura cerca de 3 semanas por sitio, y el
deposito de matriz extracelular 6sea, sintetizadas por los osteoblastos y que tarda de 3 a 4 meses. En ellas
intervienen numerosos factores sistémicos (hormona paratiroidea, metabolitos de la vitamina C, osteocalcina y
locales (citocinas, en especial IL-1 y TNFa) de naturaleza inmuno-endocrina, asi como elementos de regulacion local
(Guiton, 1989).

Las células encargadas del proceso de remodelacion son: los osteoblastos que se encargan de la formacién de
"hueso nuevo", y los osteoclastos encargados de la eliminacion de "hueso viejo" (resorcién). Cabe mencionar que los
precursores mononucleares y fibroblastos juegan un papel importante en el control de |a actividad de los osteoclastos
(Murria, 1994).

Todo esto se halla bajo la direccidn de un sistema de sefiales hormonales a su vez modulada por factores locales
0seos que mantienen un equilibrio (Murria, 1994).

En la actualidad hay mucha informacién disponible acerca de la fisiologia de la remodelacion 6sea, y de los factores
locales y sistémicos que regulan este proceso tan complejo, pero aun no hay suficientes datos sobre lo que ocurre a
nivel molecular. Los nuevos avances en la biologia molecular han permitido descubrir los mecanismos que se

desarrollan a nivel celular en el microambiente dseo (Murria, 1994).
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2.7. FACTORES REGULADORES DEL METABOLISMO OSEO

2.7.1. MEDIADORES QUIMICOS

2.7.1.1. Parathormona: Es la hormona que controla la homeostasis del calcio a través de la accidn directa sobre el
hueso y el rifidn e indirecta en el intestino. Producida en las glandulas paratiroideas que responden al descenso de la
calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorcion. No obstante, en los ultimos
afos se ha descubierto su papel estimulador en la formacion dsea, a través de la sintesis de IGF-I (factor de
crecimiento insulinico tipo 1) y TGF-B (factor de crecimiento transformante beta 1) (Canalis et al, 1989). Este doble
efecto de reabsorcidn y formacion explicaria porque la administracion continua de PTH estimula la reabsorcion ésea
a través de la sintesis del factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las células oste-
oblasticas, mientras que a dosis intermitentes estimula la formacién de hueso, a través de un incremento de los
factores de crecimiento anteriormente mencionados y la disminucion de la apoptosis de los osteoblastos (Fernandez
et al, 20006).

2.7.1.2. Calcitonina: Es producida en las células C o parafoliculares de la glandula tiroides, es inhibidora de la
reabsorcion 6sea, al reducir el nimero y la actividad de los osteoclastos. Sin embargo, esta accion es transitoria, ya
que los osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos dias (Prieto S, 1999).

2.7.1.3. Vitamina D: Hormona esteroidea favorece la absorcion intestinal de calcio y fosfato, por tanto, la
mineralizacién 6sea. Es necesaria para el crecimiento normal del esqueleto. Algunos autores piensan que puede ser
producida por células linfociticas 0 monociticas del hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la
diferenciacion de los osteoclastos (Raisz LG, 1993).

2.7.1.4. Citocinas: Son mediadores bioquimicos locales polipeptidicos secretados por células mononucleares que
pueden interactuar directa o indirectamente (afectando otras células vecinas) con las células dseas. Son proteinas
solubles que controlan la actividad del sistema inmune (Alhashimi et al, 2001).

2.8. MARCADORES BIOQUIIMICOS DEL METABOLISMO OSEO

Los marcadores bioquimicos de remodelado dseo son sustancias liberadas a la circulaciéon durante el proceso de
formacién y/o resorcion que reflejan la actividad metabdlica del tejido 6seo en un momento puntual (Bettica, 1996;
Ebeling, 1992; Mclaren, 1992; Schneider, 1997; Seibel, 1993; Seibel, 1994).

Los marcadores de remodelado éseo se clasifican en dos grupos: los que reflejan la tasa de formacién y los que
reflejan la tasa de resorcion 6sea, estos marcadores se pueden observar en el cuadro 2. Cuando ambos eventos
estan acoplados, cualquier marcador puede reflejar la tasa global de remodelado ¢seo. Los marcadores bioquimicos
de formacion Osea suelen determinarse en sangre mientras que la mayoria de los de resorcidn dsea se analizan en
orina (Molina, 2003).
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Cuadro 2. Marcadores bioquimicos del remodelado 6seo en el que se muestran los principales marcadores de
resorcion presentes en orina, suero y ambos suero y orina, asi como también los diferentes marcadores de
formacion presentes en suero.

MARCADORES DE RESORCION MARCADORES DE FORMACION
ORINA SUERO

Hidroxiprolina Fosfatasa alcalina total (ALP)

Piridinolina (Pyd)y deoxipiridinolina (Dpd) Fosfatasa alcalina especifica del hueso (BSAP)
SUERO Osteocalcina

Fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) Péptido C-terminal del procolageno tipo I(PICP)
Telopéptido C-terminal de colageno tipo I(ICP) Péptido N-terminal del procolageno tipo | (PINP).
SUERO Y ORINA

Telopéptido C-terminal del colagéno tipo I(CTx)
Telopéptido N-terminal del colagéno tipo | (NTx)

2.8.1. CATEPSINA K

Hasta hace poco se creia que solo la catepsina L y B eran las responsables de la actividad de cisteinas-proteasa de
los osteoclastos (Millest, 1997), sin embargo en 1994 se identifico en conejos una nueva cisteino-proteinasa
expresada en el osteoclasto que fue llamada catepsina K (Tezuka et al, 1994).

La catepsina K es una cisteino proteinasa, es la enzima proteolitica mas abundante del osteoclasto y su principal
funcion es la degradacion del colageno tipo 1 en la regién helicoidal y telopeptidica tanto a pH acido como a pH
neutro (Garnero et al, 1994).

Esta cisteino-proteasa se encuentra en el borde rugoso de los osteoclastos y en las lagunas de resorcion de la
superficie 6sea.

La inhibicion de esta enzima inhibe la formacién de lagunas de resorcién osteoclastica a manera de concentracién
dependiente, por ello se han estudiado inhibidores naturales y sintéticos. Dentro de los inhibidores naturales se
encuentra la cistatina proteina con potente actividad inhibidora de las peptidasas (Alvarez et al, 2003) y dentro de los
inhibidores sintéticos se encuentra el AAES81 (Negri, 2004).

La catepsina K es altamente activa lisando proteinas de la matriz ésea, como los colagenos tipo I'y |1y es la primera
catepsina capaz de clivar la triple hélice de colageno dentro de la parte helicoidal intacta de la molécula (Kafienah et
al, 1998).

Recientes estudios microscdpicos de inmunoluminiscencia e inmunofluorescencia han demostrado la presencia de
catepsina K en el borde rugoso de los osteoclastos y en las lagunas de resorcion de la superficie 6sea (Littlewood et
al, 1997).

El aumento de la catepsina Ky TRAP (Fosfatasa acida tartrato resistente) esta involucradas en la pérdida de hueso
en una fase temprana de la diabetes (Mamiko et al, 2007).
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2.8.2. OSTEOCALCINA

La osteocalcina es una proteina caracteristica del hueso y la dentina. Es la proteina no-colagena mas abundante en
la masa dsea, la cual regula la homeostasis del calcio, Inhibiendo la precipitacion de fosfato y calcio evitando asi la
excesiva mineralizacién de la matriz dsea (Delmas, 1993).

La osteocalcina es producida por el osteoblasto y posterior a su sintesis, la mayor parte se incorpora a la matriz
extracelular del hueso, sin embargo, una fraccion es liberada a la circulacién donde puede ser medida (Delmas,
1993)-

Algunos estudios han demostrado que la osteocalcina es expresada especificamente en los osteoblastos y que es
secretada en la circulacion, también regula la homeostasis de la glucosa mediante la estimulacion de la expresion de
insulina en el pancreas y la adiponectina expresion en adipocitos, lo que resulta en la mejora de intolerancia a la
glucosa (Kanazawa, 2015). Estos hallazgos sugieren que el metabolismo 6seo y el metabolismo de la glucosa se
asocian unos con otros a través de la accion de la osteocalcina (Kanazawa, 2015).

En casos como la osteoporosis, o la posmenopausia, donde la resorcion y la formacion se encuentran desacopladas,
por lo que se considera que la osteocalcina puede servir como un marcador de formacién 6sea (Delmas, 1993).

Motyl en 2009, indujo diabetes experimental con STZ en ratones, después de 5 inyecciones aplicadas una cada dia
de 40 6 60 mg de STZ, donde se indujo a patologias dseas, detectando disminucion del nivel sérico de
osteocalcina y del ARN mensajero de osteocalcina en la tibia y del volumen de aposicion mineral, también reporto
un aumento de catepsina K y de la proporcion RANKL/OPG (osteoprogeterina) en los ratones a los que administrd
la dosis alta de STZ.

En dos estudios transversales, los niveles de osteocalcina en sangre fueron significativamente inferiores en los
diabéticos que en los controles y los niveles entre los grupos de estudio no diabéticos fueron inversamente
proporcionales a la masa grasa y la glucosa en sangre (Kindblom et al, 2009; Pittas et al, 2009). En mujeres
postmenopausicas, los niveles de osteocalcina fueron significativamente inferiores en diabéticos tipo 2 comparados
con los controles (Im, J.A. et al, 2008). En un estudio sobre los efectos de una dieta hipercaldrica y el ejercicio, se
mostré que los niveles plasmaticos de osteocalcina fueron asociados positivamente con sensibilidad a la insulina y
negativamente con los triglicéridos en plasma en ayunas (Fernandez et al, 2009).

La osteocalcina regula el manejo de la glucosa (Ducy et al, 2000). Esta proteina es el gen mas especifico de los
osteoblastos. La OC se identificd hace muchos afios como un componente de la matriz extracelular del hueso donde
se une con una alta afinidad a la hidroxiapatita (Hauschka et al, 1989; Lian et al, 1989; Price, 1989), sin embargo,
también se secreta en sangre. Se sabe que la osteocalcina puede jugar un papel en la mineralizacién.

La osteocalcina se sintetiza inicialmente como una pre molécula con tres residuos de GLU (&cido glutamico). Durante
modificaciones post-traduccionales, los residuos del acido glutdmico son residuos Gla gamma carboxilado por una
carboxilasa gamma, también llamada proteina Gla dsea (BGP). Para la osteocalcina los residuos Gla son
responsables de la alta afinidad mineral de la osteocalcina (Hauschka et al, 1989; Price, 1989). Escisiones
intracelulares producen la osteocalcina madura final que se secreta. Algunas observaciones sugieren que la
disminucion de carboxilacion por anticoagulantes puede causar una disminucion de osteocalcina en sangre de la oc
(Hetzel et al, 2006).
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2.9. DIABETES EXPERIMENTAL STZ (ESTREPTOZOTOCINA)

El uso de agentes diabetogénicos es ampliamente usado para la induccion de diabetes experimental, uno de estos
agentes es la estreptozotocina, que es un antibidtico extraido de streptomyces achromogenes que posee
propiedades antitumorales y oncogénicas (Kazumi et al, 1978). Su accion citotoxica sobre las células beta
pancreaticas es especifica, rapida y aparentemente desde la primera hora de su administracién, resultando en
necrosis celular irreversible (Junod et al, 1967).

El mecanismo de accion de la estreptozotocina es entrar en las células beta del pancreas a través de un
transportador de glucosa GLUT2 (transportadora de glucosa), como resultado de esta accion las células beta se
someten a la destruccion por necrosis, ademas la estreptozotocina libera cantidades toxicas de oOxido nitrico que
inhiben la actividad de la aconitasa y participan en el dafio del ADN (acido desoxirribonucleico) (Szkudelsk, 2001).

La via de induccién de diabetes experimental se realiza mediante una dosis unica intravenosa de entre 40 y 60 mg/kg
en ratas adultas para inducir diabetes mellitus. En la diabetizacion de animales también se usa aloxan y
estreptozotocina, con una dosis de 54 mg/kg (Ganda et al, 1976), también resulta eficaz una dosis similar o mayor
después de la primera administracion intraperitoneal, ya que una sola dosis por debajo de los 40 mg/kg (Katsumata
et al, 1992), por ejemplo, si se administran 50 mg/kg de peso corporal de STZ, luego se inyecta por via intravenosa a
ratas que han sido alimentadas, la glucosa en sangre (determinado 2 semanas después del tratamiento) (Szkudelsk,
2001).

Segun estudios de Bedoya y colaboradores en 1996, la STZ deteriora la oxidacién de la glucosa, otros autores
reportan que disminuye la biosintesis y la secrecion de insulina (Bolaffi et al, 1987; Nukatsuka et al, 1990).
Observaron que la STZ suspende la respuesta de las células beta a la glucosa que es absorbida por las células beta
pancredtica a través del transportador de glucosa GLUT2. Se ha encontrado que para evitar la accion diabetogénica
de STZ se necesita de una expresion reducida de GLUT2 (Schned! et al, 1994; Thulesen et al, 1997). Estudios
recientes observaron que STZ restringe la expresion GLUT2 in vivo e in vitro cuando se administra en dosis
multiples.

También se ha demostrado que la STZ inhibe el ciclo de Krebs (Turk et al, 1993) y disminuye sustancialmente el
oxigeno, (Nukatsuka et al, 1990).

Segun el protocolo de Like y ossini, en 1976 segun resultados obtenidos por histopatologia y por quimica sanguinea
se puede concluir que la diabetes Mellitus inducida mediante estreptozotocina es diabetes tipo 1.

2.10 CARACTERISTICAS PERIODONTALES DE LA RATA

Por mas de cuatro décadas la rata ha sido ampliamente usada en estudios, ya que su estructura periodontal es muy
parecida a la del hombre, ademas de tener varias ventajas como animal de experimentacion, su bajo costo y facilidad
de manejo. La rata tiene como estructura dental un Unico incisivo separado por medio de un diastema de los tres
molares, este incisivo posee un crecimiento continuo, mediante su uso se asegura el tamafio adecuado dentro de la
cavidad oral. Ademas de su crecimiento continuo, este diente central carece de raiz, motivos por los que no son

incluidos en modelos de estudio de enfermedad periodontal. A comparacion de los molares, estos cuentan con

(2]
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epitelio gingival, epitelio del surco, epitelio de unién, fibras colagenas periodontales, cemento celular y acelular y
hueso alveolar, teniendo una gran similitud con el periodonto humano. Aunque, cabe destacar la diferencia de que el
surco gingival de la rata esta queratinizado, pudiendo impedir el movimiento de los metabolitos bacterianos dentro del
tejido conectivo gingival previniendo asi la respuesta inflamatoria. Estudios recientes muestran que el material
situado en el surco gingival penetra rapidamente en el tejido conectivo por medio del epitelio de unidn, anulando asi
la diferencia entre periodonto de ratas y humanos.

En la 5% semana de vida, las ratas tienen completa la erupcion de todos sus molares, con el progreso de la edad y
como consecuencia de los procesos de atricion, los molares migran en sentido distal. Teniendo como resultado el

remodelado del hueso interdental y alveolar (listgarten, 1975).

La densidad mineral del hueso periodontal de soporte aumenta alcanzando su méxima densidad en la 6% semana y
después permanece constante.

En las ratas la destruccion periodontal ocurre rapidamente, pudiendo el aparato de ortodoncia colocado en este
estudio, ser un medio acumulativo de placa bacteriana, promoviendo la destruccion periodontal.La pérdida dsea ha

sido registrada después de 42 dias (Villarino et al, 2006).

Pocos dias después de la induccion, sembrado o contaminacion por bacterias se ha encontrado leve sangrado
gingival. El epitelio de unién experimenta cambios patoldgicos graduales, incluyendo la formacién de crestas
papilares, ulceracion y migracion apical. En el tejido conectivo aparece un infiltrado celular inflamatorio que contiene
linfocitos T y B, macrofagos y leucocitos polimorfonucleares, estos Ultimos migran a través del epitelio hacia el surco

gingival. También se observa dafio en las fibras de colageno y fibroblastos (Florencia, 2008).

3. Objetivo general

Describir las caracteristicas histomorfométricas, asi como la expresion de catepsina K y osteocalcina en las lagunas
osteocitarias del hueso alveolar de ratas con diabetes experimental que se sometieron a estrés mecanico.

Objetivos especificos

Analizar si existe cambios histomorfométricos en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en los diferentes grupos
de estudio mediante la técnica H y E.

Analizar si existe marcaje positivo a catepsina K y osteocalcina, en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar
mediante la técnica de inmunofluorescencia.
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

4. MATERIALES Y METODOS

Los animales utilizados en este proyecto fueron tratados de acuerdo a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-
Z00-1999, ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO. NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de Laboratorio.

Para eliminar la variabilidad hormonal, que se presentan en las ratas hembras debido a los ciclos reproductivos, se
decidi6 que el modelo experimental se realizase en ratas macho (Storey, 1954).

Se utilizaron 48 Ratas de la cepa wistar, machos de 200-250gr de peso. Distribuidas aleatoriamente en 8 grupos con
6 ratas por grupo: 1) Normoglicémico sin estrés mecanico, Il) Hiperglicémico sin estrés mecanico, ) Normoglicémico
con estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias con aparatologia, cada grupo formado por 6 ratas, y finalmente, grupo V)
Hiperglicémico con estrés mecanico de 2,4 y 6 dias de aparatologia, esto puede observarse de manera esquematica

en el cuadro 4.

Los diferentes grupos de ratas fueron alojados en el bioterio de la FES Iztacala, con aserrin estéril que garantizo la
absorcién de orina, excremento y desperdicio de agua, favoreciendo su aislamiento térmico y construccion de nido.
Cada caja se identifico. El alimento y el agua fue libre acceso (ad libitum), y se ilumind mediante luz artificial con
cambio de ciclos de luz cada 12 horas. La temperatura fue de 18° a 25°C. Con una humedad maxima de 54% y la
minima de 13%. Las ratas fueron marcadas para su identificacion mediante marcadores de tinta permanente libres

de Xilol, no toxicos, colocandoles nimeros en la cola dependiendo de cada caso.

Imagen 4. Se muestra: A) Entrada del bioterio de la Fes, Iztacala, B) La cajas donde se

alojaron las ratas durante el proyecto de investigacion.
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Para la correcta induccion de la diabetes experimental con estreptozotocina, se dejaron en ayunas a las ratas, para
posteriormente infiltrar por via intraperitoneal una dosis unica de estreptozotocina, usando como vehiculo buffer de
citratos, se confirmo la hiperglicemia midiendo los niveles de glucosa a los 2 dias posteriores a la induccion tomando
como ratas hiperglicémicas aquellas que tuvieran valores arriba de 200 mg/dl (véase cuadro 3).

Cuadro 3. Dosis utilizadas para la induccién de diabetes experimental
con STZ, por kg de peso por rata ( se realizd mediante una regla de 3).

ESTREPTOZOTOCINA BUFFER DE CITRATOS
Dosis 60 mg STZ - 1000g 1 ml buffer de citratos -1000g
X- Peso rata X - Peso rata

Cuadro 4. Disefio experimental.

Grupo STZ+ Buffer de citratos Buffer de citratos Estrés mecanico
Normoglicémicas ** Sin estrés
Hiperglicémicas * Sin estrés
Normoglicémicas ** 2 dias
Normoglicémicas ** 4 dias
Normoglicémicas ** 6 dias
Hiperglicémicas * 2 dias
Hiperglicémicas * 4 dias
Hiperglicémicas * 6 dias
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

4.1. APARATOLOGIA DE ORTODONCICA.

Las ratas fueron anestesiadas utilizando ketamina como tranquilizante a una dosis de 60 mg/kg y xilacina como
anestésico a una dosis de 7 mg/kg, via intraperitoneal, posteriormente se les colocd un aparato ortodoncico
elaborado de alambre Ni-Ti de 0.012 de grosor y activado con una fuerza de 10g, que fue colocado entre los
primeros y segundos molares maxilares de acuerdo a la técnica descrita por lgarashi y colaboradores en 1998,
(Igarashi et al, 1998) (véase la imagen 5).

Imagen 5. Muestra del maxilar superior de rata: A) Sin aparatologia, B) Con
aparatologia ortodéncica Ni-Ti de 0.12 grosor.

Cuadro 5. Cuadro que muestra los tiempos de induccion de la diabetes en todos los grupos, asi como el estrés
mecanico y sacrificio.

Grupo Duracion de diabetes Colocacién de Duracion estrés Sacrificio
Experimental. vehiculo (buffer de  mecénico exposicion CO2
STZ+ buffer de citratos  citratos).
Normoglicémicas ... 4diass ... 4 dias
Hiperglicémicas 4diass L 4 dias
Normoglicémicas ... 6 dias 2 dias 8 dias
Normoglicémicas ... 6 dias 4 dias 10 dias
Normoglicémicas ... 6 dias 6 dias 12 dias
Hiperglicémicas 6diass 2 dias 8 dias
Hiperglicémicas 6dias 4 dias 10dias
Hiperglicémicas 6dias 6 dias 12 dias
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Todos los animales fueron sacrificados por exposicion a CO2. Una vez sacrificados los animales se disecaron los
maxilares superiores y se fijaron en formaldehido al 4% durante 48 horas, posteriormente la descalcificacion se inici6
colocando las muestras en casetes con rejillas los cuales se etiquetaron para poder identificarlos y se sumergieron
en EDTA a pH 7.4 durante 30 dias en agitacion o hasta que radiograficamente se observd la completa
descalcificacion, en la imagen 6 se muestran las radiografias que se tomaron para corroborar el hecho.

Imagen 6. Radiografia apical tomada en maxilar superior en
la que se muestra: A) Maxilar descalcificado, imagen
radiolucida y B) Maxilar sin descalcificar, imagen radiopaca
(hueso y dientes).

TECNICA HISTOLOGICA

Una vez descalcificados los maxilares se comenzo la técnica histolégica mediante la deshidratacion de las muestras
en alcoholes (70°, 80°, 90°, 96°, 100°), para quitar el exceso de agua, después de la deshidratacion de los tejidos
comenzamos con la inclusion de las muestras las cuales se sumergieron en parafina 1(1 hra), parafina 2 (1 hra) y
finalmente se colaron las muestras en los cubos de inclusion orientando las muestras horizontalmente y con las caras
vestibulares de los molares hacia la base, vaciando parafina de inclusién hasta llenar el cubo, colocando en la parte
mas superficial del cubo una etiqueta que identificara las muestras, una vez que la parafina se enfrié se retird del
molde y se cortd en forma de piramide trunca, para comenzar a realizar los cortes en blogque a 5 micras en el
microtomo (Leica, Weyzlar, Alemania), estirando y fijando las muestras mediante ruyter, para que se pudiera fijar
bien la muestra al portaobjetos y evitar burbujas se secaron y colocaron los portaobjetos en la plancha a 47°C, una
vez fijado el tejido se desparafinaron las muestras metiéndolas en rejillas al horno a 56°C una hora, para eliminar la
parafina y finalmente comenzar con la técnica de H y E (anexos). Los cortes fueron observados en microscopio
Optico (Motic plus 2.0), para realizar la histomorfometria de las lagunas osteocitarias y los nucleos de los
osteocitarios.

La observacion histolégica se enfocé al septum intrarradicular de las raices vestibulares de los primeros molares, con
el propdsito de medir el &rea de las lagunas osteocitarias del hueso alveolar con ayuda del programa Motic Plus 2.0,
los nucleos se tifien de morado mientras que el citoplasma tifie de rosa. Se observaron en el microscopio 6ptico en
un area de 400x800 a un objetivo de 40x (véase imagen 7).

[ =]



Imagen 7. Imagen que muestra corte sagital del primer
molar superior de rata, en el que el area de interés para
la observacion histolégica es el septum interarticular.
Técnica Hy E, aumento 10x.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

En esta técnica se realizaron los primeros pasos de la técnica histologica para H y E, sin embrago los cortes en
bloque se realizaron para la inmunofluorescencia a 4 micras mediante el micrétomo (Leica, Weyzlar, Alemania),
montando los cortes en laminillas tratadas con poli-L-lisina y estirados para su fijacion en la tina de flotacién la cual
debe de estar a 56°C, se desparafinaron las muestras y se comenzd la realizacion de la técnica de
inmunofluorescencia (anexos). Los cortes fueron observados en el microscopio de fluorescencia, para observar si el

marcaje era positivo 0 negativo para catepsina k y osteocalcina.

La observacion del marcaje se enfocd en el septum interradicular de las raices vestibulares de los primeros molares,
con el propdsito de observar fluorescencia en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar, las cuales se marcan

positivas color verde(fitc) y azul los nucleos (dapi).

Los anticuerpos que utilizamos fueron los siguientes (véase cuadro 6y 7).

Cuadro 6. Anticuerpo ( Anti-Cathepsin K)

Anticuerpo Primario

Origen
Especifico

Anticuerpo Secundario

Montaje

Anti-Cathepsin K antibody ab19027 Concentracién:

(Santa Cruz Biotechnology) 1:200
Rabbit polyclonal
Mouse, Rat, Human, Zebrafish

FITC (Isotiocianato de fluoresceina) ~ Concentracion
1:200

DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) Concentracion
1:100

Excitacion: 492 nm
Emision: 518 nm

Excitacion: 358
nm
Emision: 461 nm
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Cuadro 7. Anticuerpo (Osteocalcin)

Anticuerpo Primario

Origen

Especifico

Anticuerpo Secundario

Montaje

Osteocalcin  FL-100:  Sc-30044-
Anticuerpo Policlonal de conejo

(Santa Cruz Biotechnology)

Rabbit polyclonal

Rat

FITC (Isotiocianato de

fluoresceina)

DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol)

Concentracion:

1:200

Concentracion:

1:200

Concentracion
1:100

Excitacion: 492 nm
Emision: 518 nm

Excitacién: 358 nm
Emision: 461 nm

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd mediante 3 pruebas estadisticas t de student, ANOVA y ANOVA de 2 vias, para

responder a la pregunta de porque se realizaron diferentes analisis y no solo uno es por lo siguiente.

El analisis de t de student, se realizd para ver si existia diferencia significativa entre las ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas sin estrés, el anélisis de ANOVA se realizd entre los grupos de ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas de 2, 4 y 6 dias debido a que estas contaban con méas de 2 grupos, y finalmente agrupamos las ratas
normoglicémicas de 2, 4 y 6 dias, asi como de las ratas hiperglicémicas de 2, 4 y 6 dias para poder realizar el

andlisis de ANOVA de 2 vias y ver si existia interaccion entre el estrés mecénico y la hiperglicémia.

—
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5. RESULTADOS

Area de la laguna osteocitaria.

Los resultados obtenidos en esta investigacion en cuanto al area de las lagunas osteocitarias del hueso alveolar
arrojaron los siguientes datos:

1) Normoglicémicas sin estrés mecanico mostraron una media de 46.88 +/- 7.68

II) Hiperglicémicas sin estrés mecanico mostraron una media de 87.24 +/- 12.89

) Normoglicémicas con estrés mecanico de 2 dias mostraron una media de 57.09 +/- 9.10
V) Normoglicémicas con estrés mecanico de 4 dias mostraron una media de 64.28 +/- 6.40
V) Normoglicémicas con estrés mecénico de 6 dias mostraron una media de 55.77 +/- 8.43
VI) Hiperglicémicas con estrés mecanico de 2 dias mostraron una media de 86.20 +/- 15.33
VII)  Hiperglicémicas con estrés mecanico de 4 dias mostraron una media de 86.12 +/- 13.21
VIIl)  Hiperglicémicas con estrés mecanico de 6 dias mostraron una media de 83.92 +/- 18.04

ANAL[SIS DE LAS MEDIAS DEL,AREA DE LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS DE RATAS NORMOGLICEMICAS
E HIPERGLICEMICAS SIN ESTRES.

El tamafio de la laguna osteocitaria del hueso alveolar de ratas hiperglicémicas mostraron una media de 87.24+/-
12.893 um en comparacién con las ratas normoglicémicas que mostraron una media de 46.88+/-7.68 um (Cuadro 8).

Cuadro 8. Area de las lagunas osteocitarias de ratas sin estrés mecanico.

Grupo N Media del area de la Desviacion
laguna osteocitaria (um) estandar
1) Normoglicémicas sin
estrés mecanico. 6 46.88 +/- 7.68
1) Hiperglicémicas sin
estrés mecanico. 6 87.24* +/-12.89

+Diferencia Significativa t de student, p<0.01
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

IMAGEN 8. LAGUNAS OSTEOCITARIAS DE HUESO ALVEOLAR DE RATAS
NORMOGLICEMICAS E HIPERGLICEMICAS SIN ESTRES MECANICO.

Se observa corte de hueso alveolar de ratas: A) Ratas normoglicémicas con lagunas osteocitarias
ovoides poco visibles, con nicleos osteocitarios grandes, B) Ratas hiperglicémicas con lagunas
osteocitarias notablemente amplias y redondeadas, con nicleos osteocitarios picnoticos. Técnica

H'y E, ampliacién 40x.
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ANALISIS DE LAS MEDIAS DEL AREA DE LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS DE RATAS NORMOGLICEMICAS
CON ESTRES DE 2,4 Y 6 DIAS.

Las areas de las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés, que fueron
sometidas a estrés mecanico durante 2, 4 y 6 dias, tuvieron una media 59.2 +/- 8.8 um (Cuadro 9).

Cuadro 9. Area de las lagunas osteocitarias en ratas normoglicémicas con estrés mecanico de 2,

4y 6 dias.
Grupo Estrés N Media del area de la Desviacion
mecanico laguna osteocitaria (um) estandar

1)) Normoglicémicas 2Dias 6 57.09 +/-9.10
con estrés

V) Normoglicémicas 4Dias 6 64.28 +/-6.40
con estrés

V) Normoglicémicas 6 Dias 6 55.77 +/-8.43
con estrés

ANOVA, p=0.014

ANALISIS DE LAS MEDIAS DEL AREA’DE LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS DE RATAS HIPERGLICEMICAS
CON ESTRES MECANICO DE 2,4 Y 6 DIAS.

Areas de las lagunas osteocitarias de hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés las cuales fueron
sometidas a estrés mecanico durante 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 85.35 +/- 15.63 ym (Cuadro 10).

Cuadro 10. Area de la lagunas osteocitarias de ratas hiperglicémicas con estrés mecanico de 2, 4 y 6

dias.
Grupo Estrés N Media del area de las Desviacion
mecanico lagunas osteocitarias (um) estandar

VI) Hiperglicémicas con 2Dias 6 86.20 +/- 15.33
estrés

VII) Hiperglicémicas con 4 Dias 6 86.12 +/-13.21
estrés

VIIl)  Hiperglicémicas con 6 Dias 6 83.92 +/-18.04
estrés

ANOVA , p=0.852
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

IMAGEN 9. LAGUNAS OSTEOCITARIAS DEL HUESO ALVEOLAR DE RATAS CON ESTRES
MECANICO DE 2 DIAS.

Cortes de hueso alveolar, que muestran el area de las lagunas osteocitarias asi como de los nucleos
osteocitarios: A) Ratas normoglicémicas con estrés mecanico de 2 dias, donde se observa la laguna
osteocitaria de forma ovoide y el nucleo del osteocito grande. La relacion del nucleo del osteocito y la
laguna es de 25.6 %. B) Ratas hiperglicémica con estrés mecanico de 2 dias donde se muestran las
lagunas en forma redonda y los nUcleos de los osteocitos picnéticos, la relacion nucleo-laguna es de

9.6%. Tincion H y E (40X).
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IMAGEN 10. LAGUNAS OSTEOCITARIAS DEL HUESO ALVEOLAR DE RATAS CON ESTRES
MECANICO DE 4 DIAS.
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Cortes de hueso alveolar, que muestran el area de las lagunas osteocitarias asi como los nicleos
osteocitarios: A) Ratas normoglicémicas con estrés mecanico de 4 dias donde se observan las lagunas
osteocitarias de forma oval y el nicleo del osteocito grande, La relacién del nicleo del osteocito y la laguna
es de 25.7%, B) Ratas hiperglicémica con estrés mecénico de 4 dias donde se observan las lagunas
osteocitarias en forma redonda, y los nucleos de los osteocitos se observan picnéticos, la relacién ndcleo-
laguna es de 11.14%. Tincién H y E (40X).
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IMAGEN 11. LAGUNAS OSTEOCITARIAS DEL HUESO ALVEOLAR DE RATAS CON ESTRES
MECANICO DE 6 DIAS.
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Cortes de hueso alveolar, que muestran el area de las lagunas osteocitarias asi como los nucleos
osteocitarios: A) Ratas Normoglicémicas con estrés mecénico de 6 dias donde se observan las lagunas
osteocitarias de forma oval y el nicleo del osteocito grande, La relacion del nucleo del osteocito y la
laguna es de 25.7%, B) Ratas Hiperglicémica con estrés mecénico de 6 dias donde se observan las
lagunas osteocitarias en forma redonda, y los ntcleos de los osteocitos se observan picnéticos, la relacion
nucleo-laguna es de 11.14%. Tincién H y E (40X).
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Area de los nticleos osteocitarios.

El tamafio de los nucleos osteocitarios del hueso alveolar del grupo de ratas normoglicémicas sin estrés tuvieron una
media de 12.79 +/- 3.94 ym, el tamafio de los nucleos osteocitarios de las ratas hiperglicémicas e hiperglicémicas
con estrés mecanico tuvieron dimensiones menores y los nucleos osteocitarios de las ratas que fueron sometidas a
estrés mecanico aumentaron de tamafio.

ANALISIS DE LAS MEDIAS DE LOS NUCLEOS OSTEOCITARIOS DE RATAS NORMOGLICEMICAS E
HIPERGLICEMICAS SIN ESTRES.

El area de los nucleos osteocitarios del hueso alveolar en los grupos de ratas normoglicémicas mostro una media
de 12.79 +/- 3.94 pm y en ratas hiperglicémicas mostraron una media de 10.54 +/- 2.72 ym (Cuadro 11).

Cuadro 11. Area de los nlcleos osteocitarios del hueso alveolar en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas.

Grupo N Media del area de los Desviacion
nucleos osteocitarios ym estandar

1) Normoglicémicas sin 6 1279 +/- 3.94
estrés mecanico.

IT) Hiperglicémicas sin 6 1054~ +/-2.72
estrés mecanico.

*Diferencia Significativa t de student, p<0.01
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ANALISIS DE LAS MEDIAS DE LOS NUCLEOS OSTEOCITARIOS DE RATAS NORMOGLICEMICAS CON

ESTRES.

En el cuadro se muestran las areas de los nucleos osteocitarios del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con
estrés las cuales fueron sometidas a estrés mecanico durante 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 15.64 +/- 3.64

um (Cuadro 12).

Cuadro 12 . Area de los niicleos osteocitarios de hueso alveolar en ratas normoglicémicas con

estrés.
Grupo Estrés N Media del area de los Desviacion
mecanico nucleos osteocitarios (um) estandar

1) Normoglicémicas 2 Dias 6 14.66 +/-3.15

con estrés
V) Normoglicémicas 4 Dias 6 16.54 +/-3.98

con estrés
V) Normoglicémicas 6 Dias 6 15.91 +/-3.55

con estrés

(ANOVA, p=0.226)

ANALISIS DE LAS MEDIAS DE LOS NUCLEOS OSTEOCITARIOS DE RATAS HIPERGLICEMICAS CON

ESTRES.

En el cuadro se muestran las areas de los nucleos osteocitarios del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con
estrés las cuales fueron sometidas a estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 8.68 +/- 2.77 ym

(Cuadro 13).

Cuadro 13. Area de los niicleos osteocitarios de hueso alveolar de ratas hiperglicémicas con estrés

mecanico.
Grupo Estrés N Media del area de los Desviacion
mecanico nucleos osteocitarios (um) estandar
VI) Hiperglicémicas 2Dias 6 8.34 +/-3.30
con estrés
VII) Hiperglicémicas 4 Dias 6 9.66 +/-2.71
con estrés
VIIl)  Hiperglicémicas 6 Dias 6 8.23 +/-2.09

con estrés

(ANOVA, p=0.174)
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ANALISIS DEL EFECTO DE LA HIPERGLICEMIA Y/O ESTRES EN LA DIMENSION DE LAS LAGUNAS
OSTEOCITARIAS.

La prueba de ANOVA de dos vias muestra que la condicion de la hiperglicemia (p>0.001) y el estrés mecanico
(p>0.05) afectan de manera significativa el tamafio de la laguna osteocitaria, también la interaccién de las dos
variables, modifica el rea de la laguna osteocitaria de manera significativa (p=0.001). (Véase anexos).

ANALISIS DEL EFECTO DE LA HIPERGLICEMIA Y/O ESTRES EN LA DIMENSION EN LOS NUCLEOS
OSTEOCITARIOS.

La prueba de ANOVA de dos vias muestra que la hiperglicemia (p>0.00) modifica el area del nicleo del osteocito y el estrés
mecanico (p>0.05) no afecta de manera significativa el tamafio del nlcleo del osteocito, aunque la interaccion, estrés e
hiperglicemia si es si modifican el tamafio del nlicleo del osteocito de manera significativa (p>0.001). (Véase anexos).
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5.2. INMUNOLOCALIZACION DE CATEPSINA K'Y OSTEOCALCINA EN LAS LAGUNAS
OSTEOCITARIAS DEL HUESO ALVEOLAR.

CATEPSINA K

IMAGEN 12. Se observan osteoclasto positivo a catepsina K, dapi marca los ntcleos

Corte de hueso alveolar de ratas, tefiidas mediante la técnica de inmunofluorescencia. Se observa:
anticatepsina K- FITC (verde) y DAPI (azul), Aumento 40x.

OSTEOCALCINA

IMAGEN 13. Se observan osteoblastos positivos a osteocalcina, los nucleos tefiidos con Dapi.

Corte de hueso alveolar de ratas, tefiidas mediante la técnica de inmunofluorescencia. Se observa:
antiosteocalcina — FITC( verde) DAPI (azul), Aumento 40x.
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INMUNOLOCALIZACION DE CATEPSINA K EN LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS
DEL HUESO ALVEOLAR.

Cuadro 14. Al microscopio de fluorescencia, se observd la inmunolocalizacion positiva y negativa de catepsina K en
las lagunas osteocitarias del hueso alveolar, en los diferentes grupos de ratas.

MARCAJE POSITIVO MARCAJE NEGATIVO

hiperglicémicas sin estrés mecanico normoglicémicas sin estrés mecanico
hiperglicémicas con estrés mecanico de 2 dias normoglicémicas con estrés mecanico de 4 dias
hiperglicémicas con estrés mecanico de 2 dias normoglicémicas con estrés mecanico de 6 dias

hiperglicémicas con estrés mecénico de 2 dias
normoglicémicas con estrés mecanico de 2 dias

IMAGEN 14. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas sin estrés mecanico
para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacidn 40x.

IMAGEN 15. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico de 2
dias positivos para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacion 40x.
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IMAGEN 16. Inmunolocalizacion positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico de
4 dias positivos para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacion 40x

IMAGEN 17. Inmunolocalizacion positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico
de 6 dias para catepsina k, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los ntcleos y merge. Ampliacién 40x.
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IMAGEN 18. Inmunolocalizacidn positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecénico de 6
dias positivos para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los ntcleos y merge. Ampliacion 40x.

IMAGEN 19. Inmunolocalizacion positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés mecanico de
2 dias para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nlcleos y merge. Ampliacion 40x.
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INMUNOLOCALIZACION NEGATIVA DE CATEPSINA K EN LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS
DEL HUESO ALVEOLAR.

IMAGEN 20. Inmunolocalizacién negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas sin estrés mecanico
para catepsina K, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacion 40x.

IMAGEN 21. Inmunolocalizacion negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés mecanico de
4 dias para catepsina k, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nicleos y merge. Ampliacion 40x.

IMAGEN 22. Inmunolocalizacién negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés mecanico
de 6 dias para catepsina K marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nicleos y merge. Ampliacion 40x.
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INMUNOLOCALIZACION DE OSTEOCALCINA EN LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS
DEL HUESO ALVEOLAR.

Cuadro 15. Al microscopio de fluorescencia, se observd marcaje positivo y negativo para osteocalcina en las lagunas
osteocitarias del hueso alveolar, en los diferentes grupos de ratas.

MARCAJE POSITIVO MARCAJE NEGATIVO

Hiperglicémicas sin estrés mecanico Normoglicémicas sin estrés mecanico
Hiperglicémicas con estrés mecanico 2 dias Normoglicemicas con estrés mecanico de 2 dias
Hiperglicémicas con estrés mecanico 4 dias Normoglicémicas con estrés mecanico de 4 dias
Hiperglicémicas con estrés mecanico 6 dias Normoglicémicas con estrés mecanico de 6 dias

IMAGEN 23. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas sin estrés mecanico
para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los ntcleos y merge. Ampliacién 40x.

IMAGEN 24. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico
de 4 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nlcleos y merge. Ampliacion 40x.
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IMAGEN 25. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico
de 4 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacién 40x.

IMAGEN 26. Inmunolocalizacién positiva en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas hiperglicémicas con estrés mecanico de
6 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nicleos y merge (combinacion de ambos). Ampliacién 40x.
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INMUNOLOCALIZACION NEGATIVA PARA OSTEOCALCINA EN LAS LAGUNAS OSTEOCITARIAS
DEL HUESO ALVEOLAR.

IMAGEN 27. Inmunolocalizacién negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas sin estrés
mecanico para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los ntcleos y merge. Ampliacion 40x.

IMAGEN 28. Inmunolocalizaciéon negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés
mecanico de 2 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nlcleos y merge. Ampliacion 40x.
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IMAGEN 29. Inmunolocalizacién negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés
mecanico de 4 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacion 40x.

IMAGEN 30. Inmunolocalizacion negativa en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas normoglicémicas con estrés mecénico
de 6 dias para osteocalcina, marcando fitc (verde), dapi (azul) positivo para los nucleos y merge. Ampliacion 40x.
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6. DISCUSION

Tradicionalmente la actividad del tejido 6seo ha sido estudia tomando en cuenta la actividad de los osteoblastos y los
osteoclastos, sin embargo la célula que constituye la poblacién mas numerosa del tejido 6seo es el osteocito, por lo
que los cambios metabdlicos que sufra pueden tener mas impacto en los procesos de remodelacidn y participacion
en la regulacion de los iones de calcio y fosfato, asi como participar en el metabolismo energético.

La relativa inaccesibilidad a los osteocitos en la matriz mineralizada que presentado un reto para su estudio y ha
obstaculizado el avance cientifico. Hoy en dia existe un renovado interés en entender la biologia de estas células
que ha dado un impulso para el desarrollo de nuevas estrategias para observarlas en su medio natural (Knothe Tate,
2004).

El modelo que utilizamos en esta tesis para valorar el efecto de la diabetes y el estrés mecanico en el hueso alveolar
que rodea a los molares maxilares nos permitio registrar los cambios que ocurren en la poblacidn de osteocitos.

Por otro lado, el modelo que empleamos en la 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
experimentacién reproduciendo las caracteristicas de la diabetes tipo | (Chatzigeorgiou et al, 2009). Los niveles de
glucemia a las 48 horas posteriores a la administraciéon alcanzaron niveles en promedio de 517.2 mg/dL en
comparacion con los animales normoglicémicos que en promedio tuvieron 97.4 mg/dL.

Las condiciones que modificamos para producir cambios en las caracteristicas de los osteocitos, la hiperglucemia
asociada a la diabetes mellitus, asi como el estrés mecéanico que se asocia al movimiento ortodoncico, indujeron
cambios en el tamafio de la laguna osteocitaria y el nucleo de los osteocitos.

El agrandamiento de las lagunas osteocitarias ha sido reportado ya en diferentes condiciones, como en pacientes
con osteodistrofia renal (Bonucci et al, 1975), en ratas enviadas al espacio (lagodovskii et al, 1977), en el hueso
alveolar de ardillas de Richardson después de la hibernacion (Haller et al, 1977) y en ratones tratados con
prednislona (Lane et al, 2006).

En nuestro estudio, los osteocitos de los animales testigos poseen nucleos grandes que ocupan el 26.65% de la
laguna osteocitaria, que a su vez tienen un tamafio promedio de 47 +/- 7.69 um mientras que el modelo con diabetes
los osteocitos posee nucleos en promedio mas pequefios que ocupan 11.49% de la laguna osteocitaria, que a su vez
tiene un tamafio de 87 +/- 12.9 um. Las lagunas osteocitarias de los grupos sometidos a estrés mecanico de ratas
normoglicémicas poseen nucleos grandes que ocupan el 25.7% de la laguna osteocitaria, y que presentaron una
media de 64.28 +/- 6.4 um, y el grupo de ratas hiperglicémicas sometidas a estrés mecanico de 4 dias poseen
nucleos grandes que ocupan el 11.14% de la laguna osteocitaria, con una media de 86.1-+/- 13.2 ym en tamafio.

Los datos que obtuvimos estan en el rango de las mediciones reportadas por Qing y colaboradores en 2012, en su
estudio ellos miden la laguna osteocitaria en hueso vertical cortical, de ratas virgenes y reportaron que la laguna
mide 24.6 um, mientras que en las ratas que amamantan observaron un aumento que reportaron que llega a ser de
91.1+/- 13.9 ym en tamafio.
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Dallas y colaboradores en el 2013, (Dallas et al, 2013) reportaron que el cuerpo celular de un osteocito que esta
encerrado dentro de una laguna que mide de 15 a 20 micras de didametro, y que los procesos de las células pasan a
través de la matriz 6sea a través de los canaliculos, miden aproximadamente 250 a 300 nm de diametro.

Nuestros datos demuestran que las lagunas osteocitarias del hueso alveolar se ven aumentadas durante la
hiperglucemia, coincidiendo asi con el estudio de Villarino y colaboradores en 2006, (Villarino et al, 2006), que
reportaron que las lagunas osteocitarias del grupo testigo (normoglicémicas) midieron 58 pym en promedio, y las
lagunas de las ratas diabéticas midieron 62 um, y que después del tratamiento con insulina disminuyeron a 44 pm.

El modelo de estrés mecéanico de lgarashi en 1998, (Igarashi et al, en 1998), induce efectivamente la formacién de
osteoclastos y ademas, produce cambios en las poblaciones celulares que conforman el periodonto de los molares
de la rata incluyendo a los osteocitos del hueso alveolar. La ventaja de utilizar el resorte en U de niquel titanio de
0.012 pulgadas es que no producimos hialinizacién en el ligamento periodontal (necrosis aséptica) ya que la fuerza
se distribuye a otras estructuras como es la sutura palatina (Cova, 2008)-

Nuestros resultados no coinciden con los reportados por Villarino y colaboradores (Villarino et al, 2011), ya que este
autor reportd una disminucion de las areas de erosion en osteocitos cuando se comparan a las ratas diabéticas con
las ratas testigo, aunque el tiempo en el que aplicé el estrés ortoddncico es diferente, ya que ellos lo realizaron a las
seis semanas posteriores a la induccion de la diabetes con estreptozotocina, en cambio en nuestro estudio se coloco
el resorte en “U” 8 dias después de la deteccion de la hiperglucemia, por lo que los resultados que reportamos son
los correspondientes a el efecto inicial de la diabetes.

En nuestro estudio, el diametro de las lagunas osteocitarias fue mayor en el grupo de ratas diabetizadas sin estrés
mecanico en comparacion con las ratas normoglicémicas.

Evidencias actuales sugieren que los osteocitos son claves en la coordinacién de la formacion y la resorcién dseas y
en el micro dafio como el inducido en nuestro modelo, donde el estrés mecanico estimuld la funcion de los osteocitos
para inducir la diferenciacion osteoclastica (Matsumoto et al, 2013) Los osteocitos del hueso alveolar responden a la
carga mecanica expresando factores de crecimiento como el Factor de crecimiento del tejido conectivo CTGF (factor
de crecimiento de tejido conectivo) (Yamashiro et al, 2001), y regulan la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos
durante la remodelacion inducida por carga mecanica. Fujihara en sus estudios (Fujihara et al, 2006) detecto la
presencia de osteocitos positivos a osteopontina después de aplicar estrés mecanico. Robling y colaboradores en
2008 (Robling et al, 2008), observaron que la carga mecanica disminuye la expresion de esclerostina en los
osteocitos estimulando la osteogénesis.

El aumento en el diametro de las lagunas osteocitarias implica la remodelacion de la matriz perilacunar y puede ser
atribuido a la actividad de enzimas involucradas en la resorcion dsea en los osteocitos como la fosfatasa &cida y la
catepsina K, como fue reportado en ratas en condiciones de lactacion por Qing y colaboradores en 2010 (Qing et al,
2010).

Estd demostrado que los osteocitos juegan un papel esencial durante el remodelado 6seo. Algunas proteinas
que inducen resorcién 6sea como TRAP y catepsina k son capaces de inducir actividad de los osteoclastos y
la posterior actividad de reabsorcion dsea (Fukumoto, 2009).
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La osteocalcina se localiza principalmente en la matriz 6sea y cantidades pequefias que se detectan en la sangre por
lo que su concentracidn en el plasma se consideran marcadores de formacidn 6sea (Delmas et al, 2000).

Se ha postulado que la funcién de la osteocalcina es inhibir la mineralizacién (Ducy et al, 2006), probablemente para
prevenir que el osteocito quede completamente embebido en la matriz mineralizada (Kavukcuoglu et al, 2009). Esta
proteina también puede estar sobre expresada en los animales diabetizados y conducir al aumento de tamario en las
lagunas osteocitarias (Fukumoto, 2009).

En nuestro estudio el grupo de ratas diabéticas se observd una expresion incrementada de osteocalcina en las
lagunas osteocitarias, mientras que en las ratas normoglicémicas sin 0 con estrés mecanico no hubo expresion.

Motyl vy colaboradores en 2009 (Motyl et al, 2009), reportaron que altas dosis de STZ, ademas de provocar una
rapida elevacion de los niveles de glucosa en sangre también indujo un aumento en la expresion de catepsina K, asi
como una disminucion del volumen dseo y la aposicion mineral, y disminucion en la expresion de osteocalcina.

A diferencia del hueso alveolar de otros sitios del cuerpo, el hueso alveolar tiene un patrén Unico de la remodelacion
continua que pueden responder en mayor medida a los efectos de la tension mecanica. Por lo tanto, se podria
suponer que con el fin de mantener la integridad del diente, la tensién mecénica aun podria participar en la formacion
de hueso de la pared alveolar, incluso en el metabolismo mineral de los huesos en el estado diabético (Mishima,
2002).
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7. CONCLUSIONES

En nuestro modelo, la hiperglucemia induce a un aumento importante en el tamafio de las lagunas osteocitarias, asi
como una disminucion en el tamafio del nucleo de los osteocitos.

El estrés mecanico induce un aumento del tamafio de las lagunas osteocitarias y a un aumento no significativo del
tamafio del nucleo del osteocito.

La catepsina K no se expresa en la laguna osteocitaria del hueso alveolar interradicular de las ratas normoglicémicas
sin estrés mecanico, y en cambio, si se expresa en todos los grupos de ratas hiperglicémicas con o sin estrés
mecanico y en el grupo de ratas normoglicémicas con estrés de 2 dias.

La osteocalcina no se expresd en la laguna osteocitaria del hueso alveolar interradicular de todos los grupos
normoglicémicos (con y sin estrés), mientras que en los grupos de ratas hiperglicémicas se expres6 fuertemente en
la laguna osteocitaria del hueso alveolar interradicular.
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9. ANEXOS

Preparacion para Formaldehido al 4%

El formaldehido (polimero solido del formaldehido) es un fijador no coagulante que permite conservar detalles

estructurales finos, obteniendo muy buena penetracion estructural.

Formaldehido(Sigma)

PBS o H,0

Preparacion para EDTA (Acido Etilendiaminotetratécico al 7%)

Después de fijado el tejido lavar con agua por minimo 1 hora para
eliminar el fijador.

Colocar la muestra en un minimo de 20 volimenes en la solucién
descalcificante (EDTA) y colocarlo en el Termoagitador.

Hacer cambios cada 48 horas hasta que el hueso este en consistencia
de tejido blando.

EDTA sadico 7gr
Agua destilada 80ml

Nota: Mezclar y poner en agitacion, adicionar NaOH 1 N hasta que se
disuelva el EDTA.

-Ajustar el pH con HCL 1 N a 7.4 y aforar a 100ml,

-Las muestras son colocadas en cajas con rejillas agitando con la
mosca y el agitador magnético.

-Este procedimiento seré revisado cada 48 horas durante 2 o 3
semanas o hasta asegurar que los tejidos han sido descalcificados al
100%

- Para corroborar la descalcificacién de los tejidos se tomara una
radiografia de cada muestra de tejido utilizando como testigo ya sea un
tope de lima para endodoncia o bien una parte de maxilar sin
descalcificar para poder observar la diferencia entre estos.

4qr
80ml. (después de ajustar pH aforar a
100ml
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PASOS PARA LA TECNICA HISTOLOGICA (H y E).

Preparacion de los alcoholes

Grados del alcohol Alcohol Agua destilada
Alcohol 96° 100ml

Alcohol 70° 73 ml Aforar a 100 ml
Alcohol 80° 84 ml Aforara 100 ml
Alcohol 90° 94 mi Aforar a 100 ml

Tren de Alcoholes para deshidratar las muestras para la técnicaHy E.

Grados del alcohol Tiempo de sumergir las muestras por alcohol.
Alcohol 70° 1 hora
Alcohol 80° 1 hora
Alcohol 90° 1 hora
Alcohol 100° 1 hora
Alcohol Amilico 1/2 hora (Nota: No dejar
mas tiempo).

Cortes histoldgicos.

Para realizar los cortes del tejido en este caso maxilar de rata (hueso), se
cortaron en micrétomo (Leica, Weyzlar, Alemania).

Técnica Grosor Corte Expansidn del corte
HyE 5 micras Ruyter
Inmunofluorescencia 3 micras Bafio de Flotacion a 35°C

(Agua de grifo, sin grenetina
en Portaobjetos tratados con
poli-L-lisina).
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

Inclusion en parafina.

Una vez terminado el Tren de alcoholes (deshidratacion), se procedera a hacer la inclusién.

Horno a temperatura de 55°C

PARAFINA Tiempo en que las muestras se sumergen.

Parafina 1 1 hora

Parafina 2 1 hora

Parafina de inclusién Se colocan los cubos metalicos, se oriental las muestras y

verter parafina de inclusion

Nota: Dejar enfriar por 24 horas y desmoldar.

Preparacion ruyter
(Adhesivo que fija los cortes de tejido al portaobjeto, para la técnica Hy E).

Solucién A Solucién B
Agua destilada 80ml Acetona 20m|
Albumina glicerinada Benzoato de metilo 20 gotas

Nota: Adicionar sol.A a Sol.B (en este orden) gota a gota MUY LENTAMENTE.
Guardar 4°C
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Preparacion de Poli-lysina

Poli-lysina (Sigma P-8960)

Agua

10ml
90ml

Nota: Solucion 1:10 en agua destilada
Solucién de trabajo es estable de 2-8°C, Duracion maxima 3 meses.

Preparacion de PBS 1X

Ingredientes PBS 1X PBS 10X

Na Cl 80 mg 8¢

KCl 29 0.2g

KH2 PO4 249 0.2g

Fosfato de potasio monobasico

Na2 KPO2 14.469 1.15g

Fosfato sodico di basico

H20 Bidestilada 800ml Aforar a 1000ml

Nota: Ajustar PH 7.4 con NaOH vy aforar a 1000 ml
1 Litro de Pbs 1x 900ml de agua destilada por 100ml de PBS 10x

Tincion Hy E.

Desparafinado en horno 56°C

Desparafinado de las muestras
mediante soluciones.

Hidratacion de las muestras

Tincién de nucleos

Lavado del exceso de
Hematoxilina

Tincidn del citoplasma
(contraste)

Lavado del exceso de Eosina
Deshidratacion de las muestras

Eliminacion de alcohol
Aclarado de los tejido

Xilol |

Xilol I

OH 100°

OH 90°

OH 80°

OH 70°
Agua destilada
Hematoxilina
Agua de grifo

Eosina

OH 70°
OH 80°
OH 90°
OH 100°
Xilol |
Xilol Il

1hra

5 min

5 min
3 min
3 min
3 min
3 min
5 min
8 min
1 min

8 min

1min
2min
3 min
5 min
3min
5min
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Determinar la presencia de catepsina K y osteocalcina en las lagunas osteocitarias del hueso alveolar en ratas diabetizadas con
estreptozotocina sometidas a estrés mecanico.

Preparacion buffer

de citratos
Splucién A Solucion B
(Acido citrico). ( Citrato de sodio)

9.605g a 500ml

12.905g a 500ml

Preparacion Proteinasa K (recuperacion

antigénica).

1Lt 100ML
Tris Base 0.10g 0.61
EDTA 0.37g 0.037g
CaCl2 0.569 0.0569
Triton X-100  5ml 500ml
Agua 1000ml 100ml
destilada

—

Preparacion Tritén 0.25%

250 microlitros de tritdn en 100 ml de Triton

Preparacion de Glicina

0.37535 gr de Glicina  50ml de PBS
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ANTICUERPO PRIMARIO

1.- ANTI-CATEPSINA K

Anticuerpo Primario Anti-Cathepsin K antibody  ab19027 (Santa  Cruz
Biotechnology)

Origen Rabbit polyclonal

Especifico Mouse, Rat, Human, Zebrafish

Anticuerpo Secundario FITC (Isotiocianato de fluoresceina) concentracion 1:200

Espectro de excitacion: 492 nm
Espectro de emision: 518 nm

Montaje DAPI concentracién 1:200

2.- ANTI-OSTEOCALCINA

Osteocalcina de anticuerpos (FL- 100) es una IgG policlonal de conejo proporcionado a 200 mg / ml epitopo correspondiente a
los aminoécidos 1-100.

Anticuerpo Primario Osteocalcin FL-100: Sc-30044-Anticuerpo Policlonal de
congjo (Santa Cruz Biotechnology)

Origen Rabbit polyclonal

especifico Rat

Anticuerpo Secundario FITC (Isotiocianato de fluoresceina) concentracion 1:200

Espectro de excitacion: 492 nm
Espectro de emision: 518 nm

Montaje DAPI concentracién 1:200

ANTICUERPO SECUNDARIO

1.-FITC

Isotiocianato de fluoresceina o fluoresceina-5-isotiocianato, también llamado FITC por sus siglas en inglés (Fluorescein
IsoTioCyanate) es una molécula que pertenece al grupo de los colorantes de xanteno. Es un fluorocromo derivado de la
fluoresceina.

Espectro de excitacién: 492 nm
Espectro de emisién; 518 nm

Concentracion usada: (1:200)

64

—
| —


https://es.wikipedia.org/wiki/Xanteno
https://es.wikipedia.org/wiki/Fluoresce%C3%ADna

MONTAJE

2.-DAPI

DAPI 6 (4 ',6-diamino-2-fenilindol) es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y
Timina en secuencias de ADN.

Espectro de excitacién: 358 nm (Ultravioleta)
Espectro de emisién: 461 nm (azul)

Concentracion usada: (1:200)

TECNICA INMUNOFLUORESCENCIA

La fluorescencia es una propiedad de ciertas moléculas que, al ser irradiadas con energia electromagnética de longitud de onda

adecuada, emiten radiacion de longitud de onda caracteristica permitiendo su cuantificacién.

Las moléculas de un colorante fluorescente absorben luz en una longitud de onda y convierten la luz absorbida de alta energia
(longitud de onda mas corta) en luz de menor energia (longitud de onda mas larga). Cada fluorocromo tiene un espectro de
emision y excitacion caracteristicas; si se utilizan dos con el mismo espectro de excitacion pero distinto espectro de emision, se
pueden medir dos caracteristicas al mismo tiempo (fluorescencia de dos colores).

La inmunofluorescencia se utiliza esencialmente en la detecciéon de auto anticuerpos y anticuerpos contra antigenos de

superficie de células y tejidos.

Para ello se emplean anticuerpos preparados frente a la proteina que se desea detectar marcados con moléculas fluorescentes
Se aprecia si hubo unién del anticuerpo con el antigeno por la fluorescencia emitida, que se observa bajo microscopio de luz
ultravioleta. Este procedimiento (inmunofluorescencia directa) tiene la limitacién del marcaje con un fluorocromo de cada uno de
los anticuerpos necesarios para cada una de las sustancias a investigar. Para evitar esto, lo que se hace es tratar el tejido o
células con antisueros anti-antigeno producidos, por ejemplo, en conejo y secundariamente anti inmunoglobulinas marcadas

con un fluorocromo (inmunofluorescencia indirecta).
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Pasos a seguir para la técnica de Inmunofluorescencia.

Pasos Tiempo

Desparafinar en el horno 60°C 2hrs

Hidratar

Xilol | Smin

Xilol | Smin

Alcohol100 3 min

Alcohol 90 3 min

Alcohol 80 3 min

Alcohol 70 3 min

Agua 3 min

PBS 3 lavados de PBS durante 5 min c/u
Recuperacion Antigenica: Proteinasa K 20 min

PBS 3 lavados de PBS durante 5 min c/u
Tritén 0.25% en PBS 15 min

PBS 3 lavados de PBS durante 5 min c/u

Bloqueo : Glicina 0.01M en PBS

Incubacion anticuerpo primario: Catepsina k dilucion 1:200
PBS

Incubacion anticuerpo secundario: FITC dilucién 1:200
PBS ~TWEEN 0.05%

MONTAJE : DAPI

VECTASHIELD

1hra (Vaso Coplin de vidrio)

Dejar toda la noche en cama himeda con PBS.
3 lavados de PBS durante 5 min c/u

2 horas( No luz)

lavado

Una gota por muestra

Una gota por muestra aprox 50 microlitros por muestra

Nota: Guardar las muestras en el refrigerador.

Con ayuda del microscopio de fluorescencia se identificaron las lagunas osteocitarias que dieron positivo a la reaccién de

osteocalcina y catepsina k (células de color verde FITC), para justificar que no se trababa de eritrocitos se monté con DAPI (tifie

color azul) para la tincién de los nucleos osteocitarios. Se observaron en un area de 400x800 en un objetivo de 40x.

—
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Imagen 31. Se observa microscopio de fluorescencia
de la unidad de investigacion biomédica (UBIMED),

Fes Iztacala.

ANOVAS DEL ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro 16. En el cuadro se muestran las areas de las lagunas osteocitarias de hueso alveolar en ratas
normoglicémicas las cuales fueron sometidas a estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media
59.2 +/- 8.8 ym. Asi como la prueba de ANOVA ( p=0.014).

Grupo Estrés N Media del area de la Desviacion
mecanico laguna osteocitaria estandar
(um)
Normoglicémicas 2Dias 6 57.0944 +/-9.106
con estrés
Normoglicémicas 4Dias 6 64.281 +/-6.403
con estrés
Normoglicémicas 6 Dias 6 55.776 +/-8.4304
con estrés
ANOVA P=0.0

—
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Cuadro 17. En el cuadro se muestran las areas de los nucleos osteocitarios de hueso alveolar en ratas
hiperglicémicas las cuales fueron sometidas a estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 8.68 +/-
2.77 um. Asi como la prueba de ANOVA ( p= 0.174) que muestra que no hubo diferencias significativas.

Grupo Estrés N Media del area de los Desviacién
Mecanico nucleos osteocitarios (um) Estandar

Hiperglicémicas con 2Dias 6 8.34 +/-3.30
estrés

Hiperglicémicas con 4 Dias 6 9.66 +/-2.71
estrés

Hiperglicémicas con 6 Dias 6 8.23 +-2.09
estrés

ANOVA p=0.174

Cuadro 18. Se realizé la Prueba de *t de student que muestra una diferencia significativa <0.001 en los nucleos
osteocitarios del hueso alveolar en los grupos de ratas normoglicémicas e hiperglicémicas sin estrés mecanico.

Grupo N Media del area de los Desviacion Estandar
nucleos osteocitarios

Normoglicémicas sin estrés 6 12.79* +/-3.94
mecanico.
Hiperglicémicas sin estrés 6 10.54* +/-2.72
mecanico.

*Diferencia Significativa t de student
<0.001
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Cuadro 19. En el cuadro se muestran las areas de las lagunas osteocitarias de hueso alveolar en ratas
hiperglicémicas las cuales fueron sometidas a estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 85.35 +/-

15.63 um. Asi como la prueba (ANOVA p=0.852)

Grupo Estrés N Media del Area de las Desviacion Estandar
mecanico lagunas osteocitarias
(um)
Hiperglicémicas 2Dias 6 86.20 +/-15.33
con estrés
Hiperglicémicas 4 Dias 6 86.12 +/-13.21
con estrés
Hiperglicémicas 6 Dias 6 83.92 +/-18.04

con estrés

ANOVA P=0.852

Cuadro 20. En el cuadro se muestran las areas de los nuicleos osteocitarios de hueso alveolar en ratas
normoglicémicas las cuales fueron sometidas a estrés mecanico de 2, 4 y 6 dias, que tuvieron una media 15.64
+/- 3.64 um. Asi como la prueba de ANOVA ( p=0.226).

Grupo Estrés N Media del area de los Desviacion Estandar
mecanico nucleos osteocitarios (um)

Normoglicémicas con 2Dias 6 14.66 +/-3.15

estrés

Normoglicémicas con 4 Dias 6 16.54 +/-3.98

estrés

Normoglicémicas con 6 Dias 6 1591 +/-3.55

estrés
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ANALISIS DE ANOVA DE DOS VIAS

Cuadro 21. Condicion de la hiperglicemia y el estrés y la afeccidn en las lagunas osteocitarias.

Prueba de los efectos Inter-sujetos

Variable Dependiente : Laguna Size

Suma de Media
Fuente cuadrados tipo gl Cuadratica F Significacion
1l
Modelo corregido 44370.543a 3 14790.181 98.458 .000
Interseccion 714628.380 1 714628.380 4757.282 .000
Hiperglicémia 40691.763 1 40691.763 270.885 .000
stress 1000.529 1 1000.529 6.661 011
Hiperglicémia+stress  1856.189 1 1856.189 12.357 .001
Error 28541.379 190 150.218
Total 1078757.688 194
Total corregida 72911.922 193

a.R cuadrado= .609 ( R cuadrada corregida .602)

Cuadro 22. Condicion de la hiperglicemia y el estrés asi como la afeccién en de estos en el nucleos del osteocito.

Prueba de los efectos Inter-sujetos

Variable Dependiente : Nucleo del osteocito

Suma de Media
Fuente cuadrados tipo gl Cuadratica F Significacion

Il
Modelo corregido 1815.378 a 3 605.126 57.899 .000
Interseccion 20947.258 1 20947.258 2004.265 .000
Hiperglicémia 785.242 1 785.242 75.133 .000
stress 9.754 1 9.754 933 335
Hiperglicemia+stress  207.730 1 207.730 19.876 .000
Error 1985.755 190 10.451
Total 31850.094 194
Total corregida 3801.132 193
a.R cuadrado= .478 ( R cuadrada corregida .469)

(7]
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